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Resumo

A funcdo e a forma de proteinas estao intimamente ligadas. A compreensdo da
estrutura tridimensional delas se faz entdo necessaria na elucidacdo detalhada
dos processos bioldgicos nos quais elas participam. A cristalografia é uma
poderosa técnica empregada na determinagdo estrutural de proteinas. Vasto
conhecimento de fisica e bioquimica sdo necessarios na capacitacio de um
profissional apto a trabalhar em todas as etapas do processo envolvido na
determinacdo estrutural por cristalografia de proteinas. O objetivo do presente
trabalho foi visitar todas essas etapas, que incluem expressdo proteica por
técnicas de DNA recombinante, a purificagdo e a cristalizacdo da proteina,
experimentos de difracdo de raios X por monocristal (XRD), processamento de
dados, solugdo da estrutura e analises do modelo proposto. Para realizar todas as
etapas, trés proteinas foram estudadas: uma efingomielinase D (SMase D), o
dominio E2 do papiloma virus bovino tipo 1 (E2 de BPV-1) e o complexo
NahK/NahL. O trabalho com cada uma das proteinas cobriu partes distintas do
processo de determinacdo estrutural. Foi feita a expressdo, purificacao,
cristalizacdo e experimentos de XRD com cristais da SMase D; a estrutura do
dominio E2 de BPV-1 foi elucidada a partir de dados de XRD e o modelo foi
devidamente analisado; e os dados de XRD de um cristal de NahK/NahL, que
indicaram uma desordem no mapa de densidade eletronica experimental, foram
devidamente reprocessados e analisados, resultando na proposta de um novo

modelo para a estrutura do complexo.

Palavras chave: Cristalografia de proteinas, difracao de raios X, SMase D, E2

de BPV-1, complexo NahK/NahL.



Abstract

Proteins’ shape and function are intimately related. Hence, the comprehension of
their tridimensional structures is necessary for the detailed elucidation of the
biological processes in which they participate. Crystallography is a powerful
technique applied on protein structure determination. Great knowledge of
Physics and Biochemistry is needed when capacitating a professional to be able
to work on every stage of the process of structure determination by protein
crystallography. The present work aimed at visiting every one of those stages,
including recombinant protein expression, protein purification and
crystallization, X-ray diffraction experiments (XRD), data processing, structure
solution and analyses. To cover the whole process, three proteins were studied: a
sphingomyelinase D (SMase D), the bovine papillomavirus-1 E2 DNA binding
domain (BPV-1 E2) and the NahK/NahL complex. Different parts of the process
of structure determination were covered working with each of the proteins.
SMase D was expressed, purified and crystallized and XRD experiments were
performed with its crystals; the structure of BPV-1 E2 was elucidated from XRD
data and the proposed model was properly analyzed; XRD data from a crystal of
the NahK/NahL complex, which indicated an unordered region on the
experimental electron density map, were reprocessed and analyzed, resulting on

the proposition of a new structural model of the complex.

Keywords: Protein crystallography, X-ray diffraction, SMase D, BPV-1 E2,
NahK/NahL complex.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Motivacao

Proteinas sdo as macromoléculas biolégicas que constituem o maquinario
metabolico responsavel pela manutencdo da vida. Inumeras func¢des sdo
cumpridas por essas moléculas, desde as mais simples, como composicao de
estruturas celulares [1], até as mais complexas, como a producdao de novas
proteinas no ribossomo [2]. A compreensao desses mecanismos sdo de grande
interesse cientifico e, portanto, alvo de inumeros estudos envolvendo areas da

ciéncia da vida, medicina, quimica, fisica, engenharias e ciéncia da computacgao.

A estrutura tridimensional das proteinas esta intimamente ligada a sua funcao de
tal forma que sua determinacdo é essencial para a elucidacdo dos processos
bioldgicos fundamentais. A determinacdo estrutural é, muitas vezes, um processo
trabalhoso no qual varias técnicas experimentais podem ser utilizadas, tais como
a cristalografia de proteinas, a ressondncia magnética nuclear e, mais
recentemente, a microscopia eletronica. Notoriamente, a cristalografia de
proteinas se mostra a mais poderosa ferramenta na investigacdo dessas
estruturas, sendo hoje responsavel por mais de 100 mil estruturas resolvidas
depositadas no banco de dados, o Protein Data Bank (PDB) [3]. Essa técnica
requer que a proteina de interesse seja cristalizada e que os cristais obtidos

sejam adequados para experimentos de difracao de raios X.

A obtencdo de proteinas para cristalizagdo é um processo longo que envolve
varias etapas, que incluem: (i) isolar o gene que guarda informacdo da sequéncia

peptidica desejada; (ii) clonar o gene em um vetor de expressao; (iii) inserir o



vetor em um organismo (e. g. Escherichia coli); (iv) fazer a cultura do organismo
que recebeu o vetor; (v) induzir a expressao proteica; (vi) fazer a lise celular; e,
finalmente, (vii) purificar a proteina de interesse. Algumas estratégias
experimentais sdo empregadas na obtencdo da proteina de interesse em
quantidade suficiente para ensaios de cristalizacdo. Vasto conhecimento de
bioquimica e biologia molecular, além do dominio das diversas técnicas
utilizadas na producdo de uma proteina recombinante sao necessarios para a

completa execucdo do processo.

Ainda que a obtencao de proteinas seja um processo complexo e demorado, € a
cristalizacdo o grande gargalo para a realizacdo de estudos estruturais usando
cristalografia. Os protocolos de cristalizacao utilizados atualmente consistem em
misturar um conjunto de solugdes de precipitantes, aditivos e solu¢des tampao
com a solucdo de proteina para promover a formacao da fase cristalina [4], [5].
Todavia, diversos parametros fisicos ndo podem ser controlados durante esses
ensaios e amostras cristalinas sdo obtidas por tentativa e erro e com alta taxa de

irreprodutibilidade.

Uma vez obtidas amostras monocristalinas, experimentos de difragcdo de raios X
sdo realizados. Os dados de difragdo, processados e trabalhados, permitem a
constru¢do de um modelo para a estrutura tridimensional da macromolécula. De
posse desse modelo estrutural, sao feitas as analises da estrutura proteica, dos
sitios ativos e das principais intera¢des intermoleculares das quais a proteina
participa. O conhecimento da estrutura tridimensional das proteinas permite o
estudo da relacao entre funcao e forma, e estudos da dinamica das mudancas
conformacionais, induzidas ou inerentes a macromolécula, através de simulagdes
computacionais. Por fim, conhecer detalhes estruturais possibilita o desenho de

ligantes inibidores de sitio ativo e, consequentemente, o design de farmacos.

O processo que permite a determina¢do estrutural de proteinas através da
cristalografia, desde a obtencdo de proteinas até as analises estruturais finais,
esta ilustrado na Figura 1.1.1. O conhecimento envolvido em cada uma dessas
etapas é de fundamental importancia na formacao do profissional da area, que,
ainda que se especialize, necessitara de uma compreensao geral do processo. O

trabalho registrado nessa dissertacdo engloba o estudo de trés proteinas



distintas: a esfingomielinase D (SMase D), o complexo NahK/NahL e o dominio
E2 do papiloma virus bovino tipo 1 (E2Z do BPV-1). O estudo desses diferentes
sistemas garantiu que todas as etapas do processo fossem visitadas, conforme

esquematizado na Figura 1.1.1.

expressao  purificagdo analises (cristalizagao difracdo de Processa gsolucdo da refinamento anilises e

biofisicas raiosX Mmentode estrutura validagcdo
dados
5 6 7
| |
SMase D NahK/NahL
\ J
|
E2 BPV-1

Figura 1.1.1 - Etapas sequenciais envolvidas no processo de determinacio de estruturas de proteinas por
cristalografia, partindo da expressdo por um vetor. O trabalho com a SMase D envolveu as etapas de 1 a 5, com o
complexo NahK/NahL, de 6 a 8, e com E2 de BPV-1,de 6 a 9.

Para a realiza¢do desse trabalho, contamos com a infraestrutura do laboratoério
BioEst do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG, na realizacdo das
etapas 1-3, com o Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), na etapa 4, com o
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron, na etapa 5, e com o Laboratorio de
Cristalografia (LabCri) do Instituto de Ciéncias Exatas (ICEx) da UFMG, nas

etapas 6-9.



1.2 Objetivos

Obijetivo geral

Executar todas as etapas envolvidas no processo de determinacao de estruturas
de proteinas por cristalografia, partindo da expressdo proteica até a execucdo
das analises necessarias para a validacdo do modelo proposto, seguindo a série

de etapas ilustrada na Figura 1.1.1.

Obijetivos especificos

* Expressar, purificar e cristalizar a fosfolipase D de Corynebacterium
ulcerans (SMase D);
* Descrever a estrutura da proteina E2 do papiloma virus bovino tipo 1;

* Descrever a estrutura do complexo NahK/NahL de Pseudomonas putida.



Capitulo 2

Materiais e Métodos

2.1 Proteinas

Pequenas mdaquinas biolégicas

7

A maior parte do maquinario celular é composto por proteinas e cadeias de
acidos nucleicos, sendo proteinas as responsaveis pela execu¢do da maior parte
dos processos complexos que possibilitam a vida. Elas podem ser classificadas
conforme sua fun¢do como anticorpos, enzimas, componentes estruturais,

proteinas mensageiras, transportadoras e até mesmo de armazenamento.

A estrutura de cada uma dessas macromoléculas codifica sua dinamica
conformacional que por sua vez esta intimamente ligada com sua fung¢do. O
entendimento da conexao entre a estrutura tridimensional das proteinas e sua

dinamica é, portanto, crucial para compreender o seu funcionamento. [6], [7].

Dois marcos na histéria da bioquimica estrutural foram a determinacdo
estrutural do DNA por Watson e Crick em 1955 [8] e a determinagdo estrutural
da mioglobina por Kendrew et al. em 1958 [9] possibilitados por resultados de

experimentos de difracdo de raios X por cristais.

Atualmente contamos com inimeras técnicas de bioquimica e robustos métodos
computacionais que permitem estudos de dinamica, funcdo, estrutura e suas
correlacdes. Os avancos nos estudos das proteinas se refletem em niimeros nos
bancos de dados disponiveis, como o Protein Data Bank (PDB) [3], onde novas

estruturas de macromoléculas biologicas sao depositadas e que hoje contém



aproximadamente 128500! estruturas determinadas por técnicas como difragdo
de raios X, ressonancia nuclear magnética (NMR), microscopia eletronica e
difracdo de néutrons. Do PDB, os dominios estruturais proteicos sdo agrupados
em superfamilias, quando ha evidéncia de um ancestral comum, e hoje € possivel
prever a classificacdo de dominios estruturais a partir da sequéncia de
aminodacidos gracas a bancos como o CATH-Gene 3D [10], [11], que conta com 53

milhdes de dominios proteicos classificados em 2737 superfamilias.

Composicdo e estrutura de proteinas

Fundamentalmente, proteinas sdo polimeros cujas unidades fundamentais sdo
aminodacidos. Esses sdao moléculas caracterizadas por um grupamento amina
(NHz) e um grupo carboxila (COOH) ligados a um unico carbono (C«) que
completa sua esfera de coordenagdo com um atomo de hidrogénio e um grupo
radical, chamado cadeia lateral (R), como mostra a Figura 2.1.1. Em proteinas de
organismos eucariotos encontramos majoritariamente aminoacidos do tipo L2
(Figura 2.1.1) com vinte tipos distintos de radicais, ou cadeias laterais, que

variam em tamanho, forma e propriedades quimicas (Apéndice A).

Figura 2.1.1 - Diagrama esquematico de um L aminoacido em pH neutro. A sequéncia no sentido anti-
horario vai do substituinte com maior prioridade para o de menor prioridade. O centro quiral ¢ denominado
Ca.

1 Com 40540 sequéncias proteicas distintas, sendo que organismos complexos codificam entre 20 e 30 mil
proteinas diferentes.

20 carbono alpha nos aminoécidos é um centro quiral, o que confere a estes atividade 6ptica. Existem duas
conformagdes possiveis: os estereoisomeros L e D, que rotacionam luz plana polarizada para a esquerda e

direita respectivamente.



Cada aminoacido é codificado por um ou mais trios de bases nitrogenadas
ordenadas, chamados de cédons (Apéndice A). Uma sequéncia de aminoacidos,
ou cadeia polipeptidica, é portanto especificada por uma sequéncia de cddons no
DNA, transcrita para um RNA mensageiro. Os ribossomos, compostos por
proteinas e RNA ribossdémico, constituem a complexa maquinaria responsavel
pela sintese proteica nas células. Eles leem e traduzem a informag¢do genética
contida no RNA mensageiro num processo chamado traducdo e recrutam
aminodacidos [2] que se conectam covalentemente numa ligacdo planar entre os
grupamentos amina e carboxilato em uma reacao do tipo acido-base, ilustrada na
Figura 2.1.2, construindo gradualmente a cadeia polipeptidica. Os aminoacidos
em sequéncia constituem a estrutura primaria da proteina. E a natureza das
cadeias laterais dos aminoacidos e a interacao deles com o ambiente celular que

determina a forma de seu enovelamento [12]-[14].

R R> R 0
Y o ' 'SP
e \( * N \g«_ e \ﬁ:/ \f/ %o + H0
d d (0] \\ H %’R
‘ 2

\
Ligacao peptidica

Figura 2.1.2 - Formacio da ligacdo peptidica.

As cadeias de aminoacidos sdo estruturas flexiveis, entretanto, existem algumas
restricoes conformacionais. A ligagdo peptidica possui natureza planar gracas a
ressonancia com a ligacdo dupla C=0, e impde que o carbono e o nitrogénio

envolvidos na ligacdo, o oxigénio do grupo C=0, o hidrogénio do grupo N-H e os

<)

dois Cq permanecam num mesmo plano (Figura 2.1.3), restringindo a ligacao
duas possiveis configuracdes: trans e cis. Contrariamente, as ligacdes entre o
grupo amina e o Cq e entre o Cq € 0 grupo carboxila sdo ligagcdes simples e
permitem a rotacao dos grupos rigidos adjacentes. A rotacdo em torno delas é
especificada pelos dois angulos phi (¢) - entre o N-H e o Cq - € psi (¥) - entre o
C« € 0 C=0, mas esses também sao limitados em fun¢do do impedimento estérico

entre atomos. Os valores permitidos para os angulos ¢ e Y foram



esquematizados no diagrama que recebeu o nome de grafico de Ramachandran

(Apéndice A).

N
@ AH
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\) Fl (B

//
i
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Radical

Figura 2.1.3 - Defini¢do dos angulos psi e phi na ligagdo peptidica

Com as restricdes na disposicao dos aminoacidos em cadeia, o enovelamento
proteico ocorre localmente seguindo padrdes conformacionais classificados
como estrutura secundaria que se mantém principalmente por ligacdes de
hidrogénio entre aminoacidos distintos. Os elementos de estrutura secundaria

mais comuns sao as chamadas a-hélices e folhas-[3 mostradas na Figura 2.1.4.

A estrutura terciaria se refere, por sua vez, a organizacao espacial tridimensional
de todos os atomos da proteina, incluindo interacdes entre aminodacidos
distantes na estrutura primaria e entre elementos de estrutura secundaria. Ela se
mantem principalmente devido a presenca de inimeras interacdes fracas como
pontes de hidrogénio e interagdes de Van der Waals, mas também estdo
presentes ligagcdes covalentes como pontes dissulfeto, comuns entre aminoacidos

do tipo cisteinas.

Por fim, a interacdo entre as subunidades de proteinas multiméricas ou de
grandes agregados proteicos constitui a estrutura quaternaria. As mais variadas
fungdes atribuidas as proteinas sdo executadas por estruturas que variam de

mondmeros isolados a estruturas com centenas de unidades [1], [15].



Figura 2.1.4 - Diagrama estrutural dos elementos de estrutura secundaria mostrando Cq« (preto), cadeias
laterais (verdes), atomos de oxigénio (vermelho), &tomos de nitrogénio (azul) e hidrogénios (branco). 1)
Diagrama estrutural das a-hélices: A) representacdo lateral mostrando ligagdes de hidrogénio entre os
grupos NH e CO em pontilhado verde; B) representacdo em ribbon da hélice com as cadeias laterais
apontando para fora. 2) Diagrama estrutural das folhas-f3: A) fitas adjacentes em dire¢des opostas; B) e na
mesma dire¢do. O pontilhado verde mostra as liga¢des de hidrogénio entre os grupos NH e CO.

As figuras utilizadas nessa se¢do foram retiradas do livro: “Biochemistry”, por Berg, Jeremy M., John L.

Tymoczko, and Lubert Stryer.; (2002): 1515.

2.2 Producao e purificacao de proteinas e analises

Expressdo de proteinas recombinantes

A maior parte das proteinas investigadas atualmente sao obtidas em larga escala
através da expressao dos genes que as codificam por organismos mais simples, o
que é possivel gracas a tecnologia de DNA recombinante [16]. A sequéncia de
bases nitrogenadas que codifica a proteina de interesse é obtida através de
estudos bioquimicos e de genética molecular. Uma vez dispondo do gene, ele
deve ser amplificado para entdo ser clonado num vetor de expressdao que sera

recebido pelo organismo responsavel pela expressdo, também chamado de

sistema hospedeiro, e.g. bactérias e leveduras. O vetor de expressdo é



usualmente um plasmideo, ou seja, um pedaco de DNA circular que pode ser
inserido no sistema hospedeiro. Ele é desenhado e planejado para receber o gene
a ser expresso na orientagdo correta, para ter a expressdo ativada por um
indutor (comumente IPTG3) e para conferir resisténcia a algum antibiético
especifico. Também é possivel incluir uma pequena sequéncia de aminoacidos
(tag) que se associara a proteina de interesse, que pode, por exemplo, facilitar a

purificacdo da proteina em colunas de afinidade ou a sua clivagem por certas

enzimas *.

Os organismos hospedeiros recebem o vetor de expressdo num processo
chamado transformacdo e sao posteriormente selecionados pela resisténcia ao
antibidtico codificado no vetor. Os organismos podem entdo ser cultivados em
meios de cultura que contém nutrientes e outras substancias que propiciam sua
replicacdo. Quando dispondo de quantidade apropriada de organismos, a
inducdo da expressdo é feita e a cultura é mantida na temperatura mais
adequada e em constante agitacdo. Para confirmar a expressao, é feita a lise das
células e a separacdo das fracdes soluveis e insoluveis para andlise via
eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecil-sulfato de sédio (SDS). As
posicdes de bandas no gel de poliacrilamida-SDS, correspondentes as proteinas
presentes na fragdo soluvel, sio comparadas com as posi¢cdes de marcadores de
peso molecular conhecidos. A presen¢ca de uma banda cujo peso molecular
corresponde ao peso da proteina em estudo indica éxito na expressado. O préoximo
passo é a purificacdo do conteddo celular para confirmacdo da presenca da
proteina em questao e obtencao de proteina pura para outras analises e ensaios

[18].

E importante ressaltar que os protocolos com os parametros adequados que
favorecem a replica¢do celular e a producdo de proteina sdo desenvolvidos para
os sistemas individualmente e requerem, muitas vezes, um longo trabalho que

envolve testes e variagdes de parametros diversos.

3 Isopropil-B-D-tiogalactosideo
4 0Os processos de isolamento e caracterizacdo de genes e de clonagem vao além do escopo desse trabalho.

Para mais detalhes, ver bibliografia [15],[1] e [17].
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Cromatografia por afinidade por cauda de histidinas

A cromatografia por afinidade separa moléculas pela afinidade que elas tém por
uma matriz cuja composicdo € configurada para o experimento e pode ser
qualquer contanto que insoluvel e porosa. Uma coluna da matriz é caracterizada
pela presenca do material pelo qual a macromolécula de interesse possui grande
afinidade ligado a resina (ligante preso). Quando a solucdo que contém a
proteina de interesse passa pela coluna, ela se liga especificamente ao ligante e
os contaminantes sao lavados. Para desprender a proteina da matriz utiliza-se

um ligante livre que com ela compete por ter maior afinidade pelo ligante preso.

Como mencionado anteriormente, a produ¢do de proteinas por técnicas que
utilizam DNA recombinante em bactéria, levedura ou outros organismos
permitiu a inclusdo de elementos que auxiliam na purificagdo direto na estrutura
primaria por design genético. Dentre as modificacoes mais comumente
empregadas, destaca-se a adicao de uma sequéncia de Histidinas (His-tag) presa
ao N ou C-terminal da proteina recombinante. Isso mostrou afetar pouco o
enovelamento proteico e permite isolar a macromolécula de interesse utilizando
uma coluna cromatografica que contenha cobre ou niquel como ligantes presos,
sendo a ultima uma coluna comercial [19]. Para remover a proteina com His-tag
da coluna utiliza-se um tampao contendo imidazol que é misturado ao tampao
inicial tal que haja um gradiente de concentracdo de imidazol na coluna e a
eluicdo da macromolécula aconteca em um momento caracteristico. A absorc¢ao
de luz UV pelo eluente da coluna é monitorada em tempo real uma vez que os
aminodacidos tirosina e triptofano absorvem luz UV de 280nm de forma
especifica [20] e permitem a identificagdo da presenca de cadeias de
aminoacidos nas fracdes de eluentes que sdo coletadas. O gradiente de
concentracdo de imidazol deve ser suave e o volume das fracdes deve ser
pequeno o suficiente para permitir a separacdo de porgdes distintas
correspondentes a grupos de moléculas com afinidades distintas pela matriz
[21]. O processo de cromatografia por afinidade por um ligante esta ilustrado na

Figura 2.2.1.
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Proteina de
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Figura 2.2.1 - Cromatografia por afinidade a um ligante. A solu¢do com compostos diversos incluindo a
proteina de interesse (meia lua vermelha) passa pela coluna composta pela resina (esferas maiores) e o
ligante preso (esferas menores). A proteina se prende ao ligante, enquanto os demais compostos iniciais

eluem pela coluna. Por fim, o ligante livre que compete com a proteina pela afinidade a coluna é adicionado
e a proteina elui. O eluato é coletado em fragdes. (Imagem adaptada de [15])

Cromatografia por exclusdo de tamanho

A cromatografia por exclusdo de tamanho separa moléculas presentes na solucao
com base no seu peso molecular e na sua forma, utilizando uma matriz composta
por esferas microscépicas de agarose e dextrano reticulados [20], [21]. No nivel
microscdpico essas esferas sdao perfuradas por uma rede de canais cujo didmetro
meédio é controlado na producdo do material de forma a determinar o tamanho
das particulas que podem penetra-los. A resolucdo da matriz é determinada pela

largura da distribuicdo dos diametros de seus canais em torno do valor médio.

As proteinas passam por uma coluna dessa matriz impelidas pela gravidade ou
por pressao aplicada. Aquelas de menor tamanho penetrardo também os canais
mais estreitos e a velocidade com que elas passam de um lado a outro da coluna
sera reduzido devido ao tempo que elas levam migrando no interior das esferas.
Enquanto isso as moléculas maiores vdo passar por fora de varias das esferas,
pois os diametros dos canais restringem seu percurso, fazendo com que elas

passem mais rapidamente pela matriz.
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Novamente, o eluente da coluna é monitorado com medidas de absorc¢ao de luz
UV e fracoes dele sdo coletadas em volumes pequenos o suficiente para
separacdo das partes que correspondem a proteina de interesse ou ndo. O
meétodo é eficiente na separacdao de macromoléculas cujo peso molecular difira
em até 15% na média e tem como vantagens a possibilidade de manter o meio
em que a proteina se encontra estavel e a reprodutibilidade [21]. O processo de

cromatografia por exclusdao de tamanho esta ilustrado na Figura 2.2.2.

Figura 2.2.2 - Cromatografia por exclusido de tamanho. A solugdo com compostos de diversos tamanhos,
incluindo a proteina de interesse, passa pela coluna composta pela resina (esferas porosas). O tempo de
eluicdo pela coluna é inversamente proporcional ao tamanho da particula. O eluato é coletado em fragdes
possibilitando a separagdo por tamanho. (Imagem adaptada de [15])

Espalhamento dindmico de luz - DLS

O espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scattering - DLS) é uma técnica
espectroscopica utilizada na analise de flutuacbes na intensidade da luz
espalhada por particulas em suspensdo que permite a determinac¢ao da evolugdo
temporal da distribuicdo de raios hidrodinamicos médios dos espalhadores e

outras propriedades dinamicas.

No experimento de DLS, a luz de um laser passa por um polarizador e em seguida

pela amostra, onde o campo elétrico da luz incidente induz uma polarizagdo

13



oscilante nos elétrons das moléculas, que portanto se tornam fontes secundarias
de radiacdo. Nesse processo a radiacao sera reemitida com mesma frequéncia da
luz incidente e, portanto, ele pode ser interpretado simplesmente como um
espalhamento elastico. A luz espalhada pela amostra passa por um segundo
polarizador e entra em um detector cuja posi¢do angular () em relagdo a
dire¢do do feixe incidente determina um vetor q na direcao do espalhamento. O
movimento aleatério (Browniano) devido as interagdes térmicas entre as
moléculas que compdem a amostra faz com que o campo elétrico espalhado
flutue no tempo também de forma aleatoria. A intensidade espalhada é medida
para uma gama de angulos 6 durante um periodo de tempo T suficientemente
grande. Considerando que todos os estados do sistema analisado sejam
igualmente provaveis, ou seja, que o sistema é ergodigo, a intensidade da luz
espalhada dependente do tempo (g, t) flutua em torno de um valor médio dado

por:

1 (7 2.
(I(g,t)) = lim —f I(gq,t)dt 2.2.1
T—oo T 0
onde a magnitude q do vetor de espelhamento q é dada por:
_4nn <9> 2.2.2
q=——sin (5

onde n é o indice de refracio da amostra e A é o comprimento de onda da luz

incidente.

Para dois instantes de tempo t et + 7, a intensidade da luz espalhada para um
determinado q varia pouco se 7 tende a zero, mas pode apresentar uma grande
variacao para um valor de t grande. A relacao entre as intensidades medidas nos

dois instantes é fornecida pela funcao de autocorrelagao:

e 2.2.3
Clq,0) ={I(q,DI(q,t + 7)) = lim — | (g, )I(q,t +T)dt
0
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Como a intensidade da luz espalhada é uma propriedade ndo conservativa e ndo

periddica, sua func¢do de autocorrelacao possui os limites:

lim(1(q, )1 (g, t + 1)) = (I(q,)*)
2.2.4

lim(I(q, )I(g,t + 1)) = (I(q, 1))

ou seja, a correlacdo entre os valores medidos para a intensidade espalhada
decai monotonicamente a medida que o intervalo de tempo entre as medidas ©

vai para infinito (Figura 2.2.3) e portanto vale a relacao de Siegert:

C(q,7)
(I(q,1))?

= 1+£lg(q, D) 2.2.5

onde ¢ é uma constante do instrumento e g(q,t) é a funcdo de correlagdo
normalizada do campo elétrico, exceto quando o numero de espalhadores é

muito pequeno ou quando o movimento deles é limitado.

((a.t)?)

(I(a,1))?

Tempo

Figura 2.2.3 - Gréfico ilustrativo da fun¢do de autocorrelagido temporal C(q, T)

Para espalhadores esféricos monodispersos, g(q, t) é dada por:

g(g,7) = ePra’ 22.6
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sendo Dy o coeficiente de difusdo das particulas dado pela equagdo de Stokes-

Einstein para particulas esféricas:

_ _ksT 2.2.7
6mnNRy

Dy

onde k; é a constante de Boltzmann, T é temperatura da amostra, n é a

viscosidade do meio e Ry € o raio hidrodinamico das particulas.

Conhecendo-se o comprimento de onda da luz incidente, o angulo do
espalhamento e o indice de refracdo do meio, é possivel determinar a magnitude
do vetor q pela equacdo 2.2. 2. As medidas da intensidade da luz espalhada
permitem o calculo de g(q,t) através da relagio de Siegert para sistemas
monodispersos e cujos espalhadores sao esféricos. Finalmente, é possivel
calcular o coeficiente de difusdo Dy através do ajuste das curvas 2.2. 6, 0 que nos
fornece o raio hidrodinamico das particulas pela equacao de Stokes-Einstein

(equacgdo 2.2. 7).

Na analise da proteina em solugdo, apos as etapas de purificacao, a medida de
DLS nos informa a distribuicdo dos tamanhos das particulas presentes e,
portanto, seu estado de dispersdao, que deve ser preferencialmente
monodispersa para ensaios de cristalizacio [24]. A partir dos tamanhos
aproximados das particulas na solu¢do, também é possivel estimar a quantidade
de monOmeros que compdem a unidade proteica estavel em solucdo

[24],[26],[27].

Dicroismo circular

7

Luz linearmente polarizada é composta por duas componentes de mesma
amplitude e frequéncia, circularmente polarizadas para a direita (R) e para a
esquerda (L), respectivamente. A espectroscopia de dicroismo circular (CD)
avalia a diferenca na absorcao de luz circularmente polarizada pelo material de
interesse. Se ambas componentes (R e L) ndo sdo absorvidas, ou sdo absorvidas

da mesma forma, a polarizacao inicial é reconstituida ap6s a passagem pela
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amostra. Entretanto, se as componentes R e L forem absorvidas de forma
distinta, a luz que sai da amostra apresentara uma polarizacdo eliptica. A
diferenca AA entre a absorbancia das componentes R e L é dada em termos da

elipticidade por:

0 = 32.98 AA 2.3.1

sendo 6 = tan‘l(b/a) onde b é o raio menor da elipse e a € o raio maior [28].

O sinal de dicroismo circular sera observado sempre que o cromoforo for quiral,
seja a quiralidade intrinseca a sua estrutura, por estar ligado covalentemente a
um centro quiral na molécula, ou por estar em um local assimétrico devido a
estrutura tridimensional da molécula. Em proteinas, os cromé6foros de interesse
incluem: a ligacdo peptidica (absorve abaixo de 240nm), cadeias laterais de
aminoacidos aromaticos (absorvem entre 260 e 320nm) e pontes dissulfeto
(bandas de absorcao largas centradas préximo de 260nm) [24]-[26]. Dessa
forma, é possivel perceber a assinatura de estruturas secundarias e terciarias no
sinal de CD, e portanto podemos estimar a composicao estrutural com a ajuda de

algoritmos tais como o CDNN [31], SELCON [32] e CONTIN [29], [34].

Além de informagdes estruturais, o espectro de CD avaliado em func¢do da
temperatura permite a analise do processo de desenovelamento e enovelamento
proteico. Quando as proteinas desenovelam, elas perdem suas estruturas
secundarias e as bandas de CD mudam. Dessa forma é possivel avaliar a
termodinamica do processo monitorando a elipitcidade para um comprimento
de onda ou coletando o espectro completo em funcdo da temperatura [26], [31]-

[33].
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2.3 Cristalizacao

Nucleacéo e crescimento de cristais

Podemos descrever um cristal como um so6lido homogéneo e anisotropico
constituido microscopicamente por uma repeticao ordenada nas trés direcdes do
espaco de seus constituintes. E o arranjo mais simples no qual os dtomos se
organizam formando um so6lido macroscopico e que, para uma infinidade de

compostos, é a configuracao do estado de mais baixa energia [37].

Para que a cristalizagdo aconteca a partir de uma solugao, é necessario levar o
sistema a um estado de nao equilibrio no qual a energia livre de Gibbs do so6lido
Gs; a ser formado e da solugcdo G; sejam distintas [38]. Se a diferenca
AG =G, —Gg <0, é provavel que aconteca a formag¢do de um soélido.
Particularmente, a cristalizacdo de proteinas requer a criacdo de um estado de
ndo equilibrio no qual a concentragdo da macromolécula excede o limite de
solubilidade (supersaturacdo) sobre certas condi¢cdes termodindmicas. O
equilibrio é reestabelecido com a formacdo de material sélido, eventualmente
cristalino, a medida que o limite de satura¢do da solugdo contendo as proteinas é

atingido. Esse processo esta ilustrado na Figura 2.3.1.

< 4
£
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k= B
I
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/4 \ Solugéo
P ¢ b supersaturada
¢ C
A
Solugao
insaturada

>

[precipitante]

Figura 2.3.1 - Diagrama de fase representando a cristalizacdo de proteinas. No processo A>B, a
supersaturagio é atingida. De B->C, acontece a formagio do sélido, reduzindo a concentracio de proteina
em solugdo até que o limite de solubilidade é atingido (ponto C)
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A cristalizacdo de um certo material envolve o controle de inimeros parametros
e a formacdo inicial do sélido é apenas um possivel primeiro passo, uma vez que
pode haver a formacgdo tanto de um precipitado amorfo quanto de um sélido que
pode ou ndo ser cristalino. Para facilitar a analise, dividimos o processo de
cristalizacdo em trés fases distintas: nucleac¢ao, crescimento e fim do crescimento
[39]. A nucleacgdo, ou formacao de um nucleo critico, é a parte mais complexa da
cristalizacdo e consiste numa transicao descontinua de fase no qual moléculas
passam de um estado completamente desordenado para um estado ordenado
[40]. A formagdo de um nucleo critico é um processo de probabilidade baixa e, de
acordo com a teoria classica de nucleacao [41], a taxa de formacdo de nucleos
criticos T é proporcional a densidade de moléculas (p) e a exponencial negativa

do custo energético (AG) de sua formacao:

T o pe(-AG/kBT), 2.3.1

onde kg é a constante de Boltzmann e T é a temperatura do sistema. Uma vez
formado o nucleo, o crescimento do cristal envolve o transporte do material em
solucdo até a superficie do cristal e a associacao das moléculas a rede cristalina.
A probabilidade de uma dada molécula se ligar ao cristal (p) é determinada pela
razdo entre a taxa de crescimento do cristal (k) e a taxa de colisdes de moléculas

com o cristal por unidade de concentragdo e por unidade de area (7).

A taxa de crescimento do cristal pode ser obtida experimentalmente® [39], e a
taxa de colisdes Z = /(2mrm/kgT), onde m é a massa do cristal, é obtida pela

teoria cinética [42]. Para a lisozima, a probabilidade da molécula se ligar ao

cristal (p = k/Z)' ¢ da ordem de 1077.

O fim do crescimento do cristal acontece quando a solucdo se torna instaurada,
i.e. quando a concentragao de proteina em solucao se torna inferior ao seu limite
de solubilidade (solucdo insaturada), e o equilibrio é reestabelecido. Na pratica,
contudo, o crescimento dos cristais cessa ainda que o equilibrio ndo tenha se

estabelecido. Esta ultima etapa da cristalizacdo ainda nao é bem compreendida e

5 Para a um experimento com cristais de lizozima, k = 5x10~%cm/s
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uma das hipdteses € que outros mecanismos levam ao fim do processo de
crescimento, como, por exemplo, o acimulo de erros na agregacao das moléculas

de forma a tornar novas ligacdes desfavoraveis energeticamente.

Métodos de cristalizacdo de proteinas

A maior parte dos métodos utilizados na cristalizacdo de proteinas consistem
fundamentalmente na redu¢do da solubilidade da proteina levando a
supersaturacdo da solugdo. Isso pode ser feito de inumeras formas, tais como:
mudanca de pH, adicdo de ions ou polimeros e mudanca da temperatura

[19],[40], [41].

Uma técnica amplamente utilizada na cristalizacdao de proteinas é a difusao de
vapor, no qual a perda de vapor leva a supersaturacao (processo A->B na Figura
2.3.1). O aparato experimental consiste em um poc¢o da solu¢do contendo agentes
precipitantes e uma gota de 1-10pl que contém solucdo de proteina e solucao de
po¢o, comumente numa razao de 1:1. Os dois principais métodos de cristalizacdo
de proteinas por difusao de vapor, Hanging drop (gota pendurada) e Sitting drop

(gota sentada) estao ilustrados na Figura 2.3.2.

difusao de
vapor

difusao de
vapor

Figura 2.3.2- Diagrama do aparato experimental dos métodos de Hanging drop (esquerda) e Sitting drop
(direita).
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Triagem e otimizacdo de condicées de cristalizacdo

O processo de obtengdo de cristais de proteina adequados para experimentos de
difracdo de raios X se inicia com a busca pelas condi¢des quimicas, bioquimicas e
fisicas que propiciam a forma¢do de algum material cristalino proteico.
Posteriormente, alteracdes sistematicas e incrementais dessas condi¢cdes sao
feitas na tentativa de otimizar os parametros até que cristais de tamanho
adequado para os experimentos sejam obtidos. Duas abordagens sdo utilizadas
corriqueiramente: (i) o método de matriz esparsa [45] baseado na variacdo
sistematica de parametros importantes como pH, temperatura, o tipo do agente
precipitante e sua concentracdo de forma a varrer um grande numero de
condigoes; (ii) e o método de ShotGun [46], que reduz o numero de condi¢des
testadas de forma racionalizada, evitando a redundancia entre condi¢des
presentes na varredura mais extensa. Independente da abordagem utilizada, o
processo de busca da condicao 6tima para cristalizagdo é, muitas vezes, uma
etapa demorada uma vez que os parametros envolvidos podem estar
correlacionados. Os avancos tecnologicos em areas como a robotica e fluidos
possibilitaram a automacao da busca preliminar por condi¢des de cristalizacao,
de forma que alguns miligramas de proteina hoje sdo suficientes para testar

centenas de condi¢des de cristalizagao.

2.4 Teoria de espalhamento de raios X

Interacdo dos raios X com a matéria

O uso de radiacdo eletromagnética é uma das mais importantes formas de se
investigar a estrutura e a dinamica da matéria. Fendmenos de reflexao, refracao,
absorcao, fluorescéncia, espalhamento e difracdo permitem investigar inimeras
propriedades de diversos tipos de materiais. Técnicas de caracterizacdo
comumente empregadas permitem desde a obtencdo de um espectro de energia

até a determinacdo da estrutura tridimensional de moléculas e compostos,
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incluindo entidades complexas como macromoléculas biologicas. Cada regido do
espectro eletromagnético interage com a matéria de forma particular sendo,
portanto, o comprimento de onda da radiacao utilizada em cada técnica o fator
determinante dos resultados. Em termos de resolucdo Optica, o critério de
Rayleigh especifica que a separacdo angular minima entre duas fontes de luz com
comprimento de onda A para que elas sejam resolvidas como dois objetos

distintos deve ser:

A
Bmin - - 24.1
onde a é a espessura da fenda e A~a [47]. O comprimento de onda da radiagdo X

é compativel com as distancias interatomicas tipicas sendo, portanto, a radiacdo

utilizada em experimentos que buscam resolucao atémica.

Fotons de raios X ao interagir com a matéria podem ser absorvidos ou
espalhados [47]. A absorcdo de fotons pela amostra excita elétrons para niveis
mais altos de energia e pode levar a ocorréncia dos fend6menos de emissdo
fotoelétrica, fluorescéncia e emissdo Auger, que apenas puderam ser descritos
com a emergéncia da mecanica quantica. Quando um féton de raios X é absorvido
por um atomo, pode haver energia suficiente para ejetar um elétron deixando o
atomo ionizado num fendmeno chamado emissdo fotoelétrica. Forma-se uma
vacancia na camada eletronica a qual esse elétron pertencia e, se essa for uma
camada mais interna do atomo, essa vacancia sera preenchida por um elétron
pertencente a uma camada mais externa liberando energia igual a diferenca
energética entre as camadas de origem (externa) e destino (interna). Essa
energia pode ser liberada em forma de um f6ton no fendmeno de fluorescéncia

ou ainda pode ser usada para ejetar outro elétron de uma camada mais externa,

num fendmeno chamado emissdo Auger (Figura 2.4.1).
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Figura 2.4.1 - Fendmenos que envolvem a absorg¢do de raios X; (a) absorc¢ao fotoelétrica; (b) e (c)
fluorescéncia devido a transicdo de um elétron da camada L e da camada M para a camada K, cujas linhas de
emissdo levam os nomes K« e Kgrespectivamente; (d) emissdo Auger

Os fenomenos de espalhamento acontecem de forma elastica e inelastica, o que
sera detalhado nas proximas secdes. Na descri¢do classica dos fendmenos de
espalhamento, o campo elétrico de uma onda eletromagnética incidente num
alvo espalhador exerce uma forca nos elétrons dos atomos acelerando-os de
forma que eles irradiem na mesma frequéncia da onda incidente e o
espalhamento é necessariamente elastico. Para explicar a existéncia de ambos
espalhamentos, elastico e inelastico, é necessaria a descricdo quantica na qual
fotons incidem no alvo espalhador com momento hk e energia hw. Na interagdo
dos fétons com o alvo, energia e momento do f6ton podem ser transferidos ao
espalhador resultando num foton espalhado cuja frequéncia é igual (elastico) ou

menor (inelastico) a do foton incidente.

Espalhamento ineldstico

O espalhamento inelastico, ou Compton, pode ser descrito em termos da colisdo
entre um foton (incidente) e um elétron (alvo). Nesse processo, o foton cede
parte de sua energia para o elétron e é desviado de sua trajetdria. O processo
esta ilustrado na Figura 2.4.2, onde 6 é o angulo entre a direcdo do féton

incidente e a direcao do féton espalhado. O espalhamento Compton é um
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processo incoerente, ou seja, ndo envolve nenhuma relacio de fase entre a
radiacao incidente e espalhada, e a perda de energia do foton pode ser calculada
considerando a conservacdao do momento e da energia na colisao. A variacao no

comprimento de onda do féton espalhado no espalhamento Compton é dada por:

y y
)\"
/\\//\\/7 O X ) 9/ X
.. O .....
ANTES DEPOIS

Figura 2.4.2 - Diagrama da colisdo entre féton e elétron representando o Espalhamento Compton.

M= (1 —2) = 2.4.2

1 — cosf
mec( cosB)

onde h é a constante de Planck, m, é a massa do elétron e c é a velocidade da luz.

Espalhamento eldstico

Consideramos uma particula de carga e e massam na origem do sistema de
coordenadas cartesianas e uma onda plana eletromagnética monocromatica

propagando-se ao longo do eixo x cujo campo elétrico é dado por:

E = Eyeitkim—ot) 2.4.3

onde w € a frequéncia angular, k; € o vetor de onda incidente de médulo 2r/1er
é o vetor que define o ponto Q de observagdo. Segundo a teoria de espalhamento
de Thomson, esse campo exerce uma for¢a F = eE sobre o elétron causando a

aceleracdo a = eE/m, tal que o elétron passa a oscilar com a mesma frequéncia v
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da onda incidente. A radiacdo emitida pela particula carregada em movimento

acelerado é da forma:

E; = Ey eitkar—ot) 2.4.4

onde k,; é o vetor de onda emitida de moédulo 2rr/A. Thomson mostrou que:

1 e? ) 24.5
Eoq = ;Eo (m c2> sing

e

onde m, é a massa do elétron, e é a carga do elétron, c é a velocidade da luz, r € o
modulo do vetorr e ¢ é o angulo entre a direcdo de observacdo e a direcao de

aceleracdo do elétron. A intensidade I da radiacao emitida pelos elétrons sera:

et 2.4.6
A S

— 2
1= |1Eoall? = i —

que garante que podemos ignorar a contribuicio dos prétons para o

4
espalhamento uma vez que o fator (%) é perto de 18372 vezes menor que o

mesmo fator para o elétron. O espalhamento é, portanto, predominantemente
feito pela nuvem de elétrons ao redor do nucleo de cada atomo. A diferenga entre
as intensidades total e espalhada elasticamente da a intensidade espalhada de

forma inelastica.

Espalhamento eldstico por um grupo de espalhadores e

interferéncia

Consideremos agora um grupo de N espalhadores idénticos alinhados no espaco

de forma fixa num referencial fixo R:
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Figura 2.4.3 - Espalhadores alinhados numa rede bidimensional determinada pelos vetores a e b.

e uma onda plana incidente:
A(r,t) = AgeltkiT—w0), 2.4.7

A radiacdo total espalhada A; na direcdo d é a superposicdo das ondas

espalhadas por cada espalhador j nessa direc¢do e é dada por:

N
Ay(r,t) = e-iot z 4;eilat) 2.4.8

j=1
onde A; é a amplitude da onda espalhada por cada espalhador j, k; € o vetor de
onda da onda espalhada e r é o vetor entre o espalhador e o ponto de
observacao. A interferéncia entre as ondas espalhadas gera padroes de difracdo

que sao constantes no tempo no referencial fixo R.

A posi¢do de maximos de interferéncia construtiva nos padrdes de difracdao pode
ser calculada a partir de uma analise geométrica do problema. Consideramos

dois centros espalhadores consecutivos, j = 1 e j = 2 separados pelo vetor a.

Vé-se que a diferenga de caminho entre os feixes espalhados é:
Al = |a|[cos(p) — cos(p)] 2.4.9

e portanto a diferenca de fase entre eles é 2wrAl/A. Os maximos de interferéncia
construtiva acontecerdao quando somarmos ondas em fase, ou seja: Al = nA, onde
n é um numero inteiro. Reescrevemos essa condicdo em termos dos vetores
unitarios sg e s, (tal que sq = 2rnk; e s = 2nk,;) que determinam as dire¢des da

onda incidente e da onda espalhada respectivamente (Figura 2.4.4):
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a-(s—sy) = ni, 2.4.10

que é conhecida como condi¢do de Laue.

Figura 2.4.4 - Diferenca de caminho 6ptico entre ondas espalhadas por dois espalhadores consecutivos.

Difracdo por cristais 3d

Formalmente, um material pode ser chamado cristal se essencialmente
apresenta picos de interferéncia construtiva discretos em seu padrao de

difracdo [48]. A rede formada por estes picos pode ser descrita pelos vetores:

n
b= Z hat (n=3) 2.4.11
i—-1

onde a; sdo os vetores que constituem a base do espaco reciproco e h; sdo
coeficientes inteiros. Se extrapolarmos a equacdao 2.4. 10 para uma rede
tridimensional de espalhadores, teremos a condi¢do para haver interferéncia

construtiva, na dire¢do s da radiacdo espalhada por um cristal, escrita na forma:
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a;: (S — So) = hlﬂ 2.4.12

onde a; parai = 1,2 ou 3 sdo os vetores da rede periddica tridimensional, e h;

sdo numeros inteiros. Pode-se mostrar que®:

(s—s0) _, 2.4.13
A
onde h sdo vetores da rede reciproca e a condicdao de Laue para a difracdo (eq

2.4.10) pode ser reescrita como:
a;: h = hi 2.4.14

Uma outra interpretacdao do fendomeno de difracdo é possivel se considerarmos
que no interior do cristal exista uma série de planos paralelos de atomos,
separados por uma distancia d. Supondo o espalhamento elastico, quando
incidirmos radiacdo de comprimento de onda A, os angulos de incidéncia 8 e de

reflexdo serdo iguais, como mostra a Figura 2.4.5.

o—0O—

Figura 2.4.5 - Difracdo do ponto de vista da interpretacdo de Bragg.

6 Mais detalhes por B.E. Warren, “X-ray diffraction” [49]
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Interferéncia construtiva sera observada sempre que a diferenca de caminho
entre os feixes difratados seja um multiplo inteiro de comprimento de onda. Ou

seja, sempre que:

2dsinf = nA 2.4.15

A equacdo 2.4. 15 é conhecida como a lei de Bragg, que é equivalente a condicao
de Laue’. Entretanto é importante notar que a descricdo geométrica acima nao

descreve a fisica do fendomeno de difracao.

Para calcular a amplitude da onda difratada em um experimento de difragcdo de
raios X por cristais, consideramos apenas o espalhamento devido a nuvem de
elétrons ao redor do nucleo de cada atomo. A fim de descrever a posicdo dos
espalhadores reais é necessario definir uma fung¢do de distribuicdo p(r) =
[ (r)|?, também chamada de funcio de densidade eletronica, que da a
probabilidade de um elétron estar contido em uma unidade de volume na
posicdo determinada pelo vetor posicdor. A amplitude A da onda espalhada

por um elemento de volume dr do cristal ser3, portanto:

AT x pcrist(r)dr- 2.4.16

Para estimar a amplitude da onda espalhada por todo o cristal, consideramos
inicialmente os feixes espalhados por elementos de volume separados por um

vetor 1, conforme indicado na Figura 2.4.6.

Observamos, novamente, que a fase da onda incidente sofrera uma variacao de

T (k; — k;), e portanto a amplitude espalhada elasticamente sera dada por:

Ap & ApPerise (1) eilkakdT=0t] gy 2.4.17

7 Para demonstracio, ver B.E. Warren, “X-ray diffraction”
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Figura 2.4.6 - Diferenca de caminho 6ptico na difracdo em um cristal
A amplitude espalhada por todo o cristal contém a soma da contribuicdo de cada

par de elemento de volume:

Ap « f AoPerise ()2 BTV 4y = A g~iwt f Perise (12D g 2.4.18

ka—k;) ] .
onde h = % é um vetor do espaco reciproco. Vemos que a amplitude total

difratada é proporcional a transformada de Fourier da densidade eletronica:

Ar f Perist (X VAT = F,[prise ()] () 24.19

Mas como cristais sdo objetos periodicos, podemos representar sua densidade
eletronica com auxilio da func¢do L(r), que descreve matematicamente a rede

infinita tridimensional por:

+ oo

L(T) = z 6(1‘ - rnl,nz,ng)
h,k,l=—c0

2.4.20

onde r = n;aq + n,a, + n;az e ny,n, € ny sao inteiros, a,, a, e a; sao os

vetores base do espaco real e § denota a distribuicdo delta de Dirac. A densidade
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eletronica dentro do cristal serda dada pela convolugao p . is: (1) = peer (1) * L(1).

Dessa forma, a transformada de Fourier da densidade eletronica sera:

+ oo

pcel(r) * z 6(1’ —_ rn1.n2,n3) eZTri(h-r) dr
l

nq,nyNnNz3=—00

2.4.21
T[pcrist(r)](h) :f

vo

e pelo teorema da convolucao, que diz que a transformada de Fourier da
convolucdo de duas fung¢des é o produto das transformadas de cada uma delas,

temos que:

T[pcrist(r)] (h) = T[L(r)](h)j:[pcel(r)](h) 2.4.22
Resolvendo a transformada de Fourier da distribuicao delta de Dirac:

+ 0o

:F[pcrist(r)] (h) = z eZn’i(h-rnanrns)“f pcel(r)ezni(h.r)dr
cel

nq,Nz,N3=—00

2.4.23

Se considerarmos um cristal real, teremos uma rede finita e, portanto, o cristal
possuira N; células unitarias na direcao de a,, N, na direcdo a, e N; na dire¢do
a;. Entdo abrimos a exponencial do somatério entre colchetes para o cristal

finito, chamada genericamente de S:

Ny N3 N3
Z . Z . Z , 2.4.24
S = eZmnl(h-al) e2min, (hray) e2ming (h-a3)
ni=1 np=1 nz=1

Sendo a soma de uma série geométrica dada por:
i vt 2.4.25
="
, r—1

J=0

renumeramos as células unitarias de ny=0an;=N;—-1, e multiplicando e

dividindo o termo de cada somatério de S por e (%) temos que:
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S=e

o [SID (TN h - ay) [sin (rN,h - a;) [sin (rN;h - a3) 2.4.26
sin (rh - a,) sin (rh - a,) sin (mh - a;3)
onde ® = [rh-a,;(1 - Ng)]+ [th-a;(1 - Ng)]+ [th-a,(1 - N,3)]. Vemos

que S so é diferente de zero quando:

que é a mesma condicao dada na equacao 2.4. 14. Ou seja, ap6s atravessar um
cristal real finito, a radiacao espalhada apresentara interferéncias construtivas

apenas em pontos do espaco reciproco definido pela equagao 2.4. 11.

Agora voltamos para a andlise da amplitude total espalhada pelo cristal
Lembramos que o espalhamento acontece principalmente por elétrons e que a
amplitude espalhada depende também do poder de espalhamento do
espalhador. Sendo ¢ o poder de espalhamento de um elétron, podemos

reescrever 2.4. 19 adicionando-o como constante multiplicativa:

AT x € f pCTiSt(r)ezm(h'r)dr = S-Tr[pcrist(r)](h) 2.4.28

Das equacgodes 2.4. 22 e 2.4. 23:

) 2.4.29
Ap x sf Peer(r) 2™ gy
cel

Numa primeira aproximacao, consideramos que a distribuicdo de cargas em
torno dos atomos é esfericamente simétrica e centrada no nucleo de cada atomo

J cuja posicdo € especificada pelo vetor r;. Reescrevemos pg,;(r) em fungdo de

uma nova variavel 7’ e da densidade p,; de espalhadores no atomo j, tal que:

r=r]-+r’—>dr=dr’ 2.4.30
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, (r') ser’ <raioatdmico R 2.4.31
ng(r) = {Pe;( )

0 ser' > raio atOmico R

e portanto:

N

' ' 2.4.32
Pear() = ) pes(r)
j=1
onde N é o nimero de 4tomos na célula unitaria. Reescrevemos 2.4.26:
3 R 2.4.33
Ar Z l«‘?f pej(r’ Ye2™ kT’ dr’ l e2mihT; o
j=1t "¢

A soma é conhecida como Fator de Estrutura, F (h). Sua forma mais conhecida é:

N
F(h) = z 2T 2.4.34
j=1

onde

R

for = [ pestaermimr

0

2.4.35

é conhecido como fator de forma atémico, e guarda informacdao sobre a
distribuicao de cargas no atomo j. E importante enfatizar que o Fator de
Estrutura é uma grandeza complexa, e pode ser escrito em termos de seu

modulo, Fjy;, e sua parte complexa com fase @p;:

F(h) == Fhklei(phkl 24 36

A densidade eletronica da célula unitaria do cristal, que é a informacao estrutural
buscada nos experimentos de difracdo, é a transformada inversa de Fourier do

fator de estrutura, dada por:
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1 .
() = VZ F (hye-2mihT 2.4.37

hkl

onde V é o volume da célula unitaria.

Vemos, portanto, que a densidade eletronica dentro de um cristal (posicao dos
espalhadores no cristal) esta relacionada com a posicao dos picos de difracao por
uma transformada de Fourier. Isso nos permite utilizar experimentos de difracdo
de raios X (XRD) por um cristal na elucidacdo da estrutura cristalina. O

experimento de XRD sera detalhado nas secdo 2.5.
Fator de deslocamento isotrépico e anisotrépico

Até agora, tratamos o problema da difragcdo por um cristal assinalando ao nucleo

de cada atomo uma posi¢io determinada por um vetor r;. Entretanto, é

necessario considerar que a energia térmica do ambiente faz com que os atomos
oscilem em torno de suas posi¢coes de equilibrio. Analogamente, devido a
defeitos intrinsecos do processo de crescimento dos cristais, podemos supor que
alguns atomos possam nao estar localizados exatamente na posicao de equilibrio
esperada em um dada célula unitaria. Para levar esses efeitos em consideracdo
nos calculos apresentados na ultima secdo, é necessario reescrever a funcdo

densidade eletronica de cada atomo, que agora sera dada pela convolucao:

2.4.38
pol@) = | peyr — wp(w)du

onde p,(r) é a densidade eletronica para o atomo fora da posi¢do de equilibrio,

pej(r —u) é a densidade eletronica no ponto r quando o 4tomo j estiver

centrado num ponto definido pelo vetor u e p(u) é a probabilidade desse atomo

estar centrado em u. Pelo teorema da convolugao, a transformada de Fourier de

p, (1) sera:
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fo(h) = fej(M)q(h) 2.4.39

onde f,;(h) e q(h) sio as transformadas de Fourier de p,(r) e p(u),

respectivamente. O fator q(h) é conhecido como fator de Debye-Waller.

Se considerarmos inicialmente que os atomos vibram em torno de suas posi¢cdes
de equilibrio de forma isotropica, ou seja, se movimentam de forma

esfericamente simétrica, podemos aproximar a p(u) por uma Gaussiana:

L —wau 2.4.40
2nU

p(u) =

onde U = (u?) é o deslocamento quadratico médio da posi¢do de equilibrio do

referido atomo. Dessa forma:
q(h) = o(=2m?UR?) _ ,(~Bsin?6/2%) 24 41
onde:
B = 8m2U. 2.4.42

Utilizando as equacgdes 2.4. 35 e 2.4. 41, escrevemos o fator de forma para um

atomo que vibra de forma isotropica:

R
fej = ¢ e(—BsinZG/AZ) f pej(rr)eZni(h-rl)drr_

0

2.4.43

Sabemos, entretanto que, no geral, um atomo na estrutura cristalina ndo tem
liberdade para vibrar igualmente em todas as direcdes. De fato, as superficies de
probabilidade serdo elipsoides centrados na posicao média do atomo. No espaco
reciproco, a quantidade U é agora um tensor U = (u.u), portanto o fator de

correc¢do q(h) se torna:
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q(h) = exp(—2m%(h|U|h)) 2.4.44

onde:

<h|U|h> = U11h2 + U22k2 + U33l2 + U23kl + U13hl + Ulzhk 2 4 45

onde U;; = Uj; sdo as componentes do tensor.

Histdrico

Os raios X foram descobertos e descritos em 1895 por Wilhelm Rontgen e foram
imediatamente utilizados em hospitais para radiografias. Seu comprimento de
onda, que vai de aproximadamente 0.1 a 1004, foi primeiramente medido por
Sommerfeld em 1912. Posteriormente, Max von Laue teorizou a difracdo dos
raios X por uma estrutura periddica, o que foi comprovado experimentalmente
com o auxilio dos alunos de Rotgen, Friederich e Knipping. Em 1913, William
Lawrence Bragg, analisando os trabalhos de Laue, interpretou que cada plano de
atomos num cristal funcionava como uma superficie refletora de raios X, o que
levava a interferéncia dos raios refletidos e portanto explicava os picos de
difracdo observados. Suas ideias traduzidas para forma matematica levavam a

equacdo hoje chamada Lei de Bragg mostrada na equacao 2.4. 15.

O pai de W. L. Bragg, Willian Henry Bragg, entdo projetou e construiu o primeiro
espectrometro de raios X, que junto as ideias de seu filho, permitiu que inimeras
estruturas de materiais cristalinos fossem determinadas. Foi na década de 70
que o advento do uso de radiacao sincrotron na produgdo de raios X possibilitou
um avan¢o ainda maior no estudo com esse tipo de radiacao e

consequentemente mais avangos nos estudos que envolvem sua aplicagao.
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2.5 Experimento de difracao de raios X por

monocristal

Setup experimental e coleta de dados

A natureza da interacdo dos raios X com estruturas com organizacao de longo
alcance torna a difracdo de raios X por cristais uma poderosa técnica para
determinac¢do estrutural. Isso porqué, como mostrado no capitulo anterior, a
densidade eletronica em um cristal se relaciona matematicamente com a
amplitude da onda difratada por ele e a intensidade dos maximos de
interferéncia construtiva observados se relaciona com a posicdo dos

espalhadores dentro da célula unitaria do cristal.

O aparato utilizado no experimento de difracdo de raios X esta ilustrado na
Figura 2.5.1 e consiste essencialmente de uma fonte de radiacdo X, um porta
amostra acoplado a um gonidémetro que permite mudar a orientacdo da amostra
em relacdo ao feixe, e um detector de raios X. As fontes de raios X mais
comumente utilizadas hoje sao tubos de raios X, em aparatos mais compactos, e

fontes de luz sincrotron.

Figura 2.5.1 - Diagrama esquematico do aparato utilizado no experimento de difracdo de raios X.

O experimento entdo consiste em coletar um conjunto de imagens do padrao de
difracdo do cristal para diferentes orientacdes da amostra com relagdo ao feixe.

Em cada imagem sao extraidas as intensidades dos maximos de interferéncia
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construtiva e sua posicoes relativas a um sistema de referéncia arbitrario. E
importante ressaltar que o detector de raios X possui tamanho limitado e, em
grande parte dos casos, € uma superficie plana. As imagens sao, portanto,

projec¢des bidimensionais de partes do espaco reciproco.

Processamento de dados

Uma vez de posse das imagens do padrao de difracdo do cristal, um conjunto de

algoritmos computacionais é utilizado no processamento e interpretacao das

imagens para construcao do espaco reciproco tridimensional.

O primeiro passo no processamento de dados é a determinagdo da célula unitaria
e da rede de Bravais do cristal. Esse processo é chamado indexacdo e esta
esquematizado no fluxograma da Figura 2.5.2 [50]. Inicialmente, uma pequena
parte dos dados de difracdo coletados que engloba partes distintas do espaco
reciproco é utilizada na tentativa de determinar os vetores que melhor
descrevem a célula unitaria primitiva do cristal. Lembramos que os vetores aj,
a; e a; que descrevem corretamente a célula unitaria formam uma base para o
espaco reciproco tal que a posicdo h de todas as reflexdes medidas podem ser

descritas como uma combinacao linear deles:

h = haj + ka; + la; 25 1

onde h, k e [ sdo numeros inteiros, chamados de indices de Miller.
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[ Processo de indexagdo: INICIADO ]

|

Coletar dados de vérias partes do espaco reciproco

Gerar a lista dos vetores entre as reflexdes coletadas

!

Encontrar os menores vetores ndo coplanares na lista

Identificar esses trés vetores como determinantes de uma possivel célula
unitatia primitiva

{

Usando essa célula unitaria, encontrar os valores dos indices hk/ para
todos os vetores para gerar uma lista inicial de reflexdes

Se muitos indices sdo fragbes simples,

Determinar a simetria v Todos i dividir os vetore; pela fr?qao e g.era'r
analizando os hk/ o . NAO uma nova tentativa de célula unitaria
os indices hkl sdo
l inteiros? Se nio, coletar mais dados ou usar um
p subconjunto dos dados iniciais e
Célula unitaria obtida: repetir o ciclo.
FIM
.

Figura 2.5.2 - Fluxograma do processo de indexacdo dos dados de difracdo de raios X

O segundo passo é a determinacao da posi¢do da célula unitaria com relacdao ao
instrumento de medida uma vez que a posicao do cristal em relacao ao feixe de
raios X varia ao longo dos experimentos de difragio. E necessario relacionar os
eixos do referencial fixo (referencial do equipamento) com os eixos que definem
a célula unitaria no espaco reciproco e consequentemente com os eixos que a

definem no espaco real.

Com base na célula unitaria determinada e uma vez assinaladas as orienta¢des
corretas da amostra a cada imagem, é possivel integrar os dados, atribuindo para

cada reflexao uma intensidade I(h).

Problema das fases

O objetivo do experimento de difracdo de raios X é elucidar a densidade

eletronica p(r) dentro do cristal a partir das informag¢des guardadas na
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amplitude da onda difratada, como vimos na secdo 2.4. A quantidade que
pretendemos determinar é o fator de estrutura (equacdao 2.4. 34), cuja
transformada de Fourier nos daria p(r). Entretanto, medimos apenas a
intensidade da onda difratada, I(h), que é proporcional ao quadrado da

amplitude e consequentemente proporcional ao quadrado do Fator de Estrutura:

I(h) o« |F(h)|?. 2.5.2

Sendo o Fator de estrutura uma grandeza complexa, perdemos portanto a
informacdo contida nas fases quando medimos apenas a intensidade. A
incoeréncia temporal e espacial das fontes de raios X mais comumente utilizadas
ndo permite medir a relacdo final entre as fases das ondas difratadas. Por
conseguinte, para elucidar a densidade eletronica dentro do cristal, uma série de
meétodos, nomeados métodos de faseamento, sdo utilizados para deduzir, medir
indiretamente ou especular a relacao entre as fases dos modulos dos fatores de
estrutura medidos. Um método comumente utilizado para resolver o problema
da perda da informacgdo das fases de medidas de difracdo de raios X por cristais

de proteinas é a Substituicao Molecular, que sera detalhada na préxima se¢ao.

2.6 Solucao e refinamento da estrutura

A funcdo de Patterson

Como descrito na secdo anterior, construir a densidade eletronica requer que
conhecamos a magnitude e a fase de cada fator de estrutura F(h) associado a
cada reflexdo, mas o experimento nio permite medir a relacio de fases. E
possivel, no entanto, determinar os valores de |F(h)|? aplicando os devidos
fatores de corre¢do a quantidade medida para obtermos as informacdes

estruturais desejadas. Para tal sera necessario definir a funcdo de Patterson:
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1 . 1
Py =7 ) 3 N F()Pe?mtusion) — Cr1(Fm)P) 261
h k l

onde u = u(u,v,w) é um vetor com as mesmas dimensdes dos vetores do
espaco real r. Vemos que P(u,v,w) é a transformada inversa de Fourier de
|F(h)|? e, portanto, pode ser calculada diretamente dos dados experimentais.
Para relacionar a funcdo de Patterson com a funcdo densidade eletronica,

escrevemos:
|F(h)|> = F()F (h)* 2.6.2

onde F(h)* é o complexo conjugado de F(h), de tal forma que a fungao de

Patterson pode ser reescrita como:

1 1
P(w,v,w) = ZFH(F(RF(h)) = 7 [F7H(F(R) x F7H(F* ()] 2.6.3
Da secdo 2.4, vimos que:
1
p(xy,z) = F 1 (F(h) 2.6.4

e utilizando uma mudanca de variaveis é possivel mostrar ques:

1
p(—x,—y,—z) = V?—l(F*(h)) 2.6.5

de tal forma que:

8 Para demonstracdo, ver [1] p.435

41



P(u) =V[p() * p(-1)], 2.6.6

ou seja,

Pw) =V f p(1) « p(r +u) dr, 26.7

A funcdo de Patterson pode entdo ser interpretada como a convolugdo entre a
funcao densidade eletrénica com sua imagem centrossimétrica, multiplicada

pelo volume da célula unitaria[18].
E importante destacar algumas das propriedades da func¢do de Patterson:
* ¢éuma fungdo centrossimétrica;

* contém N(N — 1) picos fora da origem, onde N é o nimero de picos da
funcdo de densidade eletronica, que acontecem para vetores u

correspondentes aos vetores interatomicos na célula unitaria;

* picos mais proximos tem u correspondentes a vetores intramoleculares,
enquanto picos mais afastados da origem tem u correspondentes a

vetores intermoleculares.
Substituicdo molecular

O método de substituicao molecular (MR) é comumente utilizado para resolver o
problema das fases em casos especificos onde a molécula com estrutura a ser

determinada (alvo) é similar a outra cuja estrutura é conhecida (modelo de

busca).

Dispoe-se, inicialmente, de um conjunto de dados de difracdo de raios X e dos
dados da estrutura tridimensional do modelo de busca. Essencialmente, o

método de MR consiste em encontrar a orientacdo e a posicdo do modelo de
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busca na célula unitaria que geraria um conjunto de fatores de estrutura

calculados (F,q4;.(h)) com valores proximos aos valores medidos (F,;,(h)).

Comecamos representando as coordenadas dos atomos da molécula do modelo

de busca por uma matriz da forma:

X=|Y1 Y2 Y3 ..V .. 2.6.8

e precisamos encontrar a matriz de rotacdo [C] e o vetor translagdo d que a
superpoe com a molécula alvo, cujos atomos tem coordenadas representadas

pela matriz x’:
x =[Clx+d 2.6.9

onde

Ci1 C12 C13 d
[C] = €21 C22 C23 e d=|[d
C31 C32 C33

2.6.10

NQ%

Em suma, o problema consiste em determinar os 3 dngulos de rotacdo e as 3

coordenadas do vetor translagdo que minimizam a diferenga entre F,,;(h) e

Fcalc (h)

Uma possivel estratégia seria avaliar todas as possiveis posicdes da molécula de
modelo de busca na célula unitaria do cristal. Mas proteinas sao moléculas
grandes e relativamente compactas, cujos cristais costumam apresentar grandes
canais de solvente entre as moléculas. Dessa forma, as distincias
intermoleculares sdo majoritariamente maiores que as intramoleculares e é
possivel distinguir os respectivos vetores nos mapas de Patterson. Assim esse
processo fica bem mais simples quando dividido em duas etapas: encontrar a

funcdo de rotacao e encontrar a fungao translacao.
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O objetivo da funcdo rotacao é determinar a orientagdo da molécula modelo na
célula unitaria do cristal. Para tal avaliamos a concordancia entre a funcao
P(u,v,w) para os dados de difracio medidos, P,, e para a molécula modelo

girada, RPy,, utilizando a fung¢do proposta por Rossmann e Blow [51]:

R = fPA(u)ﬂ%PM(u)du 2.6.11

que assume valor maximo quando as duas moléculas se superpoe melhor. Para
avalia-la, é necessario definir o passo da procura da variavel angular, os limites
de resolucdo dos dados medidos, a molécula modelo e o raio de integracdo. O
ultimo deve ser tal que englobe os vetores intramoleculares, invariantes a

translagoes, e exclua os vetores intermoleculares.

A funcao translagdo, por sua vez, objetiva posicionar corretamente a molécula de
busca com relacao aos elementos de simetria do cristal e os métodos para sua
busca sdo um pouco mais variados e sofisticados. Os métodos baseados na
funcao de Patterson, particularmente, assumem que apenas quando todas as
moléculas na célula unitaria estiverem posicionadas corretamente, os vetores
intermoleculares serdo compativeis com o mapa de Patterson calculado para os
dados medidos. Novamente, comparamos mapas de Patterson, dessa vez
utilizando os picos correspondentes aos vetores intermoleculares. Podemos

definir a funcao de translacao matematicamente por:

T® = [ Py 0P (Wi 26,12

onde t é um vetor que define a origem com relagdo a um elemento de simetria.
Uma abordagem mais detalhada das fun¢des de translacdo pode ser encontrado

nas referéncias [48]-[51].

Tendo em maos a orientacao do modelo de busca, as intensidades medidas e as

fases dos fatores de estrutura calculados para o modelo de busca, podemos gerar
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um mapa de densidade eletronica experimental p,,s(r) inicial. Esse mapa é

obtido pelo calculo da transformada de
pobs(r) = %T_1(Fobs(h)) = %T_l(‘\/ Iobs(h eiq)mOdelo) 2.6.13

onde I,,5(h) sdo as intensidades medidas e @,,pqe10 S30 as fases advindas do
modelo de busca rotacionado e translacionado de acordo com 2.6. 9. Utilizando a
estrutura primaria da proteina, é entdo possivel construir um modelo estrutural
que se ajuste aproximadamente a densidade eletronica experimental, e entdo um
fator de estrutura (F,,) é calculado para esse modelo. As fases iniciais do
modelo obtido por MR (@04e10) S80 entdo substituidas pelas fases calculadas

(@caic) € um novo mapa de densidade eletronica experimental é obtido

Pops(T) = %T*(Fobs(h)) = %T‘l(wﬂobs(h e'$calc,  Resumidamente, cada

ajuste/melhoria no modelo estrutural da proteina permite o calculo de um novo
mapa experimental que por sua vez leva a uma melhoria do modelo. Este
processo € continuado até que o valor da diferenca F,,s — F.4;c Seja a menor

possivel.

Apesar de sua limitagdo inicial, o nimero de estruturas depositadas em bancos
de dados, como o Protein Data Bank (PDB)[3], faz com que o método de MR seja
responsavel pela solucdo (determinacdo estrutural) de aproximadamente 70%
das macromoléculas depositadas [2], [3]. Para que o MR seja efetivo, é necessario
que as duas estruturas apresentem uma similaridade minima de 25% na
sequéncia de aminoacidos que compde suas estruturas primarias [57], mas o
objetivo ao buscar estruturas primdrias similares é encontrar estruturas
tridimensionais parecidas, de forma que, em muitos casos, uma proteina da
mesma familia, ainda que com similaridade menor que 25%, é um modelo

melhor para ser utilizado na substituicao molecular.
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Softwares e indicadores de qualidade

Todo o trabalho com os dados de difracio de raios X conta com diversos
softwares, dedicados a diferentes tarefas e com diferentes metodologias. Em
todos eles, uma série de parametros sdo utilizados para indicar a qualidade dos
dados de difracao de raios X, do processamento e do ajuste do modelo proposto

ao mapa de densidade eletronica experimental.

Nesse trabalho, os processamentos de dados de XRD contaram com os softwares:
HKL2000 [58] e XDS [59], [60]. Ambos sdo programas comumente utilizados no
processamento de dados de XRD e apresentam os métodos de indexacdo mais
robustos dentre os softwares desenvolvidos para o mesmo propoésito. Uma
comparagdo entre os programas de processamento de dados de XRD foi feita e

reportada por Gilski, 2012 [61].

Os parametros avaliados nas estatisticas dos processamentos de dados estdo

listados a seguir junto a uma breve explicacao de seus significados.

* Resolugdo: é o espacamento d entre os planos da rede cristalina (equagdo
2.4. 15). Medida em angstrons (A), a resolucdo define o nivel de detalhe,
ou seja, a menor distincia entre partes da estrutura que podem ser

resolvidas no mapa de densidade eletronica.

* Reflexdes: numero total de picos de interferéncia construtiva indexadas

pelo software durante o processamento de dados.

* Reflexdes unicas: numero de reflexdes ndo equivalentes por simetria

indexadas pelo software durante o processamento de dados.

*  Rmerge: € um parametro que mede o desvio dos valores das intensidades
medidas com relagdo ao valor médio calculado. Lembramos que muitas
reflexdes sdao medidas mais de uma vez, junto as suas equivalentes por
simetria, de tal forma que intensidade assinalada a elas sdo a média

desses valores. Por definigao,
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R _ Yinit Lilli(hkl) — (1(hkD)|
merae Y 2l (hkD))|

2.6.14

onde h, k, e | sdo os indices de Miller e i enumera reflexdes equivalentes.

*  Rmeas: assim como Rumerge, € utilizado na inferéncia da exatidao do valor
meédio calculado para as intensidade de reflexdes equivalente. Entretanto,
esse é ponderado de forma a ser independente da multiplicidade (niimero

de reflexdes equivalente) observada. Por definicao,

1/2
S (g g)  SalliChil) = (1 ChkD) 26.15

Rineas = Yo il (L (hkD)))

onde Npj; é o numero de vezes que a reflexdo hkl foi medida.
* (I/o(I)): é o valor médio da razdo entre sinal e ruido, onde I é a
intensidade de cada reflexdo e o(I) o erro intrinseco da intensidade

estimado para cada reflexado .

* (Completeza: parametro que indica a porcentagem de reflexdes tnicas
medidas em relacdo ao numero de reflexdes unicas previstas

teoricamente.

Apébs o processamento de dados, contamos com a plataforma CCP4 [62], onde
estdo reunidos varios softwares para cristalografia de macromoléculas por
difracdo de raios X, utilizados nas etapas do trabalho de determinacao,
refinamento e validacdo estrutural. As substituicoes moleculares foram
executadas utilizando o programa PHASER [63], o alinhamento de cadeias
proteicas baseado na estrutura delas contou com o programa GESAMT [64], o
refinamento dos modelos propostos com o software REFMAC5 [65], a inspecdo
visual e a manipulacdo dos modelos com o COOT [66], [67] e as figuras com o

software CHIMERA [68].

Os parametros avaliados nas estatisticas dos refinamentos dos modelos
propostos estdo listados a seguir junto a uma breve explicagdo de seus

significados.
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* Rpwr: mede a discrepancia entre as amplitudes dos fatores de estrutura
observados, F, s, € as amplitudes dos fatores de estrutura calculados para

o modelo proposto. Por defini¢do,

R :Z|Fobs_Fcalc|
fator Z Fobs .

2.6.16

* Rfree: calculado de modo analogo ao Rfator, entretanto apenas para um
subconjunto de reflexdes medidas que ndo sdo levadas em consideragdo

em nenhuma etapa do refinamento do modelo.

* RMS angulos/ligacdes: indicam o quanto os valores dos parametros
geométricos (angulos e comprimento de ligacdes) no modelo proposto

diferem dos valores considerados tipicos.

Uma discussao completa sobre os parametros considerados no processamento
de dados de difracao de raios X por monocristal de proteina foi feita por
Wlodawer et al. [69]. Mais detalhes também podem ser encontrados nas

referéncias: [18], [70].
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Capitulo 3
Esfingomielinase D

3.1 Introducao

As fosfolipases (PL) sao enzimas que hidrolisam fosfolipidios, como
fosfatidilcolina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina e esfingomielina, e também
outras moléculas que compdem a membrana celular. Ao analisar a estrutura
basica de um glicerofosfolipideo mostrada na Figura 3.1.1, vemos que existem
quatro possiveis ligacdes éster que podem ser alvo das fosfolipases. De acordo
com a ligacao que hidrolisam elas sdao separadas em 4 classes: fosfolipase Al,

fosfolipase A2, fosfolipase C e fosfolipase D[71].

O

I
? HQC'J—O—C—R,
Rz—C—O—CIJH o)

HZC—O—II%—O—R:,
OO
Figura 3.1.1 - Estrutura geral de um fosfolipidio e os quatro sitios, A1, A2, Ce D,
que podem sofrer hidrdlise pelas fosfolipases. (Imagem adaptada de [71])
As fosfolipases que clivam a esfingomielina em fosforilcolina e ceramida sao
especificamente denominadas esfingomielinases (SMases) e atuam na hidrolise
do fosfolipideo através de um mecanismo similar aos das fosfolipases C. Elas vem
sendo estudadas nas ultimas décadas desde a descoberta da via de transducao de
sinal da esfingomielina [72]-[75], mas também pela participacdo da ceramida

em diversos processos celulares como apoptose, diferenciacao e proliferacado, o
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que motiva o estudo das SMases, que sdo grandes fontes desse lipideo e estdo

muitas vezes associadas ao processo de morte celular [76], [77].

A esfingomielinase D

As esfingomielinases D (SMaseD) sao um tipo especifico de SMase que cliva o
fosfolipideo no sitio D, atividade rara para esse tipo de enzimas. A atividade da
SMase D é bem conhecida nas bactérias Corynebacterium pseudotuberculosis,
Corynebacterium ulcerans, e, no veneno das aranhas do género Loxoceles (no
Brasil, a aranha-marrom é seu principal representante) [78]. Contudo, estudos
mais recentes permitiram a identificacao das SMases D em algumas espécies de

fungos e em outros organismos patogénicos [79].

As bactérias do género Corynebacterium estao envolvidas em infecgdes de
inumeras populacdes de diversos animais. Particularmente, C. Ulcerans esta
principalmente envolvida em infecgdes em bovinos e equinos, sendo ela a
causadora da mastite bovina, mas também é capaz de infectar humanos [80],
[81]. As SMases D sao um determinante essencial da viruléncia dessa bactéria,
contribuindo para sua propagacdo do local inicial da infeccdo para sitios

secundarios dentro do hospedeiro [79].

A SMases D identificadas por analises sequenciais em varios organismos
patogénicos pertencentes a géneros distintos aparentemente compartilham um
sitio ativo conservado e um motivo C-terminal. Contudo, poucas estruturas
tridimensionais dessa familia de proteinas foram determinadas e depositadas no

PDB.

A SMase D de C. ulcerans possui aproximadamente 31,3kDa® de peso molecular,
estimado a partir dos 284 aminoacidos da estrutura primaria mostrada na

sequéncia a seguir:

MTPVSHDAASTGNRPVYAIAHRVLTTQGVDDAVAIGANALEIDFTAWRGGWWADHDGIPTS
AGATAEAIFKHIAEKRRQGANITFTWLDIKNPDYCTDPDSVCSINALRDLARKYLEPAGVRVL

91Da=1um.a=1/12 da massa de um dtomo de carbono-12
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YGFYKTVGGPGWKTITSDLRDKEAVALSGPTRDVLNDFAKAGDKILTKQKIADYGYYDINQG
FGNCYGDGNKTCDQLRKSSEARDQGQLGKTFGWTITTGQDDRVNDLLGKAHVDGMIFGFK
VTHFYRHADTENSFKAIKTWVDKHSDTHHLATAADNPW

A SMase D de C. ulcerans apresenta baixa identidade de sequéncia (< 20%) com
outras SMases e PLDs depositadas (PDB id’s: 3R1H [82], 4RW3 [83], 2F9R e
1XX1 [84], 4Q6X [85]).

Nesse trabalho, apresentamos estudos estruturais e a cristalizacdo da SMase D
de C. ulcerans. Novas informagdes estruturais desse grupo de enzimas sdo de
grande valor na compreensdao do papel e da evolugio das SMases D,

principalmente dadas as suas propriedades patogénicas.

3.2 Procedimentos e discussao

Expressdo em Escherichia coli

O vetor de expressao pET28a-TEV contendo a sequéncia codificante de uma
SMase D de C. ulcerans com uma cauda de histidinas (His-tag) no N-terminal que
foi utilizado nos experimentos com E. coli foi cedido pela prof. Dra. Liza Felicori
do Departamento de Bioquimica e imunologia do ICB da UFMG. Os protocolos de
expressao e purificacdo da enzima ja haviam sido estabelecidos pelo grupo de

pesquisa da Dra. Felicori, e foram otimizados nesse trabalho.

Células de E. coli BL21 foram devidamente transformadas para receber o vetor
de expressdao pET28a-TEV e devidamente plaqueadas. Col6nias tnicas foram
inoculadas separadamente em meio de cultura 2xYT10 esterilizado contendo os
antibidticos gentamicina e canamicina, ou, alternativamente, fez-se o pré-indculo
a partir de aliquotas de culturas conservadas em glicerol. Essa aliquota inicial de
meio de cultura que recebeu as colonias foi entdo mantida a 37°C e sob agitacdo
de 200rpm, para garantir a aeracao do meio, por 16h, tempo suficiente para
crescimento significativo da populacdo de células. Em seguida, as culturas

iniciais foram diluidas na propor¢ao 1:50 em meio 2xYT esterilizado sem

10 Composicdo: triptona 16 g/L; extrato de levedura 10g/L; cloreto de sédio 5 g/L
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antibiotico e cultivadas por 3h, novamente a 37°C e 200rpm. Quando o
crescimento das células chegou aproximadamente a metade da fase de
crescimento logaritmico [86], em média trés horas apds o indculo, fez-se a
inducao da expressao proteica com IPTG a uma concentragdo final de 0.5mM. A
fase de crescimento da cultura de células foi monitorada através da medida da
densidade oOptica do meio [87] utilizando o espectrofotometro Biochrom WPA
C0O8000. A expressdo prosseguiu por mais 4 horas, de novo a 37°C e 200rpm.
Aliquotas da cultura no inicio e no término do processo de expressdao foram
coletadas e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecil-sulfato

de sédio (SDS-PAGE [88]) (Figura 3.2.3).

Apés o periodo de expressao, o meio com as células foi centrifugado a 5000g e a
4°C por 15 minutos, forcando a precipitacdo das células. .0 sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi congelado (-20°C) ou imediatamente submetido a

lise.

Lise celular

O precipitado celular proveniente de 1,5 litros de cultura de células obtido na
etapa de expressao foi ressuspendido em 50mL de tampéo A (Tris-HCl 50mM pH
7,45; NaCl 300mM, MgSOs+ 5mM, PMSF 1mM, Imidazol 20mM) e lisado sob
pressdao de 15000 a 20000psi em homogeneizador Emulsiflex®- C3 (Avestin).
Para garantir a lise de todas as células, fez-se em média 3 passagens pelo
aparelho. Com intuito de separar o sobrenadante da fragdo insoluvel o lisado foi

entdo centrifugado a 10000g e a 4°C por 20 minutos.

Purificacdo da proteina recombinante

A obtencao da proteina recombinante pura a partir da fracao soluvel do produto
da lise bacteriana foi feita em etapas sequenciais. A etapa 1 consistiu em uma
cromatografia de afinidade a niquel (AF) em sistema AKTAprime plus (GE
Healthcare) cujo cromatograma de absorc¢do de luz UV (curva azul) é mostrado

na Figura 3.2.1. Em coluna HisTrap HP de 5mL (GE Healthcare) previamente
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ambientada com tampao A, aplicou-se o extrato da lise e em seguida a coluna foi
lavada com tampao A. Observa-se uma alta absorbancia inicial devido as demais
proteinas e componentes do extrato celular bruto. A lavagem prosseguiu até que
nenhuma leitura de absorbancia de UV fosse observada, garantindo que as
demais proteinas bacterianas que nao possuissem afinidade pela matriz de
niquel fossem removidas da coluna. A eluicao das proteinas aderidas a coluna foi
feita em concentracao crescente de imidazol utilizando tampao B (Tris-HCl
50mM pH 7,45; NaCl 300mM, MgS0O4 5mM, PMSF 1mM, Imidazol 500mM), como
pode ser visto na curva cinza da Figura 3.2.1. A medida que a concentragio de
imidazol é aumentada, observa-se dois picos de alta absorbancia, que acredita-se
serem referentes a SMase D. O eluente da coluna foi recolhido em fracées de 3mL
de tal forma que foi possivel separar as que correspondiam a cada pico e a
superposicdo de ambos. As amostras foram colocadas em gelo imediatamente
apoés sua coleta no equipamento. As fracdes correspondentes ao primeiro pico
apresentaram uma instabilidade formando aglomerados turvos ainda que
mantidas em baixa temperatura. Ja as correspondentes ao segundo pico
mantiveram o aspecto transparente e translicido e apenas elas foram
submetidas a segunda etapa de purificacdo. Acreditamos que o primeiro pico
também corresponda a SMase D, entretanto em algum estado de agregacdo que
nao favorece sua estabilidade e suas fracbes foram consideradas como

contaminante.

3,000
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% tampio B
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Volume de eluigdo (ml)

Figura 3.2.1 - Cromatografia de afinidade a niquel (AF) a partir do extrato celular bruto; em azul:
cromatograma de absorc¢do de luz UV (280nm); em cinza: porcentagem de tampao B.
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Na etapa 2, as fragdes selecionadas na etapa 1 foram aplicadas na coluna de
dessalinizacdo HiPrep 26/10 (GE Healthecare) previamente ambientada com o
tampao desalting (Tris-HCl 50mM pH 7,45; NaCl 50mM, MgS0O4 5mM). Essa etapa
visa reduzir a concentracdo de cloreto de sédio e remover o imidazol do meio

que mantém a proteina.

A etapa 3 consistiu da remocdo da etiqueta de afinidade e foi executada em
alguns dos ensaios de purificacao, quando se fez necessario obter a proteina sem
a His-tag. Nessa etapa, a protease TEV a 20% (p/p) foi utilizada na protedlise da
cauda de histidinas. A reacao foi feita em tampao Tris-HCI (50mM pH 7,45; NaCl
50mM, MgS04 5mM e DTT 1mM) por 16h a 4°C e nenhum sinal de agrega¢do ou
precipitacao foi observado. Para separar a SMase D do meio contendo TEV e
caudas de histidinas apés a clivagem, uma nova cromatografia de afinidade a
niquel foi realizada. A protease TEV contém His-tag em seu N-terminal e
permanece retida, enquanto a proteina clivada elui pela coluna e é recolhida ja
nas primeiras fracdes. A protease TEV é produzida no préprio laboratério BioEst
do ICB da UFMG a partir do vetor pMHT238A. Sua atividade € sitio-especifica e
reconhece a sequéncia de residuos ENLYFQS, ou ENLYFQG, presente entre a
etiqueta de afinidade e o inicio da sequéncia da proteina recombinante. A
clivagem ocorre apos o residuo glutamina [89] e dessa forma, dois residuos de
aminodacidos extras, glicina e histidina, permanecem aderidos ao N-terminal da

SMase D. O peso molecular estimado da enzima clivada é de 31.355Da.

Por fim, a etapa 4 consistiu da realizagdo da cromatografia por exclusdo
molecular (EM) em coluna HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade (GE
Healthcare) que possui a faixa de separacao de 10 a 600kDa. O cromatograma de
absorcao de luz UV é mostrado na Figura 3.2.2. Para a EM, a coluna foi
ambientada em tampao GF (Tris-HCI 50mM pH 7,45; NaCl 50mM, MgS0O4 5mM,
PMSF 1mM) e em seguida as fracdes selecionadas na etapa anterior, 2 ou 3,
foram injetadas. A eluicdo das proteinas também foi feita com tampdo GF. No
cromatograma observa-se dois pequenos picos de absorbancia para volumes de
eluicdo em torno de 45 e 83mL e um pico de alta absorbancia centrado préximo
de 97mL. A SMase D é uma proteina de baixo peso molecular e é esperado que

ela elua da coluna de EM proéximo do fim da lavagem, que acontece em 120mL. A
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presenca do primeiro pico de absorbancia provavelmente se deve a alguma
proteina provinda do extrato celular bruto que apresentou afinidade ao niquel
na etapa 2, porém é muito maior que SMase D. Ja o segundo pico concorda com
uma possivel fracdo remanescente do que consideramos contaminante, também
na etapa 2. Acreditamos que o terceiro pico corresponde a SMase D, portanto,

suas fragdes foram coletadas e armazenadas a 4°C enquanto as demais foram

descartadas.
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Figura 3.2.2 - Cromatografia por exclusdo molecular (EM) das fracdes selecionadas na AF; cromatograma de
absor¢do de luz UV (280nm) da purificagdo de 6xHis-SMase D;

Sempre que necessario, as fracoes de proteina obtidas nas etapas de purificagcdo
foram concentradas separadamente por ultrafiltracio em Vivaspin (GE

Healthcare) com limite de exclusao molecular de 10kDa.

Também as aliquotas do eluato das cromatografias de afinidade e de exclusdo
molecular foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (Figura
3.2.3). Nele é possivel verificar a presenca das bandas de aproximadamente
33kDa, destacadas com a seta em vermelho, consistentes com o mondmero de
6xHis-SMase D, cujo peso molecular é de 33.282Da. Essas bandas estdo
presentes nas colunas das aliquotas de 4 horas de expressdo (4h), do eluato da
cromatografia de afinidade (AF) e do eluato da cromatografia por exclusdo
molecular (EM) e, como esperado, essa banda ndo esta presente na coluna de
zero hora de expressao (0h). Isso confirmou o sucesso na expressdo de 6xHis-

SMase D e também das etapas de purificacao, AF e EM.
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250-

Figura 3.2.3 - Perfil eletroforético de proteinas totais da bactéria E. coli BL-21 transformadas com o vetor
pET28a-TEV: antes (0h) e 4h apés a indugdo por IPTG (4h), apés cromatografias por afinidade (AF) e
exclusdo molecular (EM). A seta vermelha indica as bandas referentes a 6xHis-SMase D.Os valores a
esquerda, em kiloDaltons (kDa) sdo os pesos moleculares de referéncia (PM). Gel de poliacrilamida-SDS
12% corado com azul de Coomassie.

Quantificacdo da concentracdo proteica e rendimento

A dosagem da proteina é feita através de medida de absorbancia a 280nm em
espectrofotdmetro Nanodrop®. E possivel predizer o coeficiente de extingdo da

proteina em estudo a partir da sua estrutura primaria através da equacao [90]:

&80 = #Trp X 5500 + #Tyr X 1490 + #cistina X 125 3.2 1

onde &,g, € 0 coeficiente de extingdo molar para luz UV com A = 280nm, #Trp
corresponde ao numero de residuos de triptofano e similarmente #Tyr ao
numero de residuos de tirosina e #cistina ao numero de pontes dissulfeto

presentes na proteina.

Para entdo calcular a concentragdo molar da proteina, utiliza-se a féormula de

Lambert-Beer:

A=¢eXIlXc 3.2.2
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onde A é a absorbancia, € é o coeficiente de extincdo molar da proteina em

M~1cm™1, 1 é o caminho 6ptico em cm™! e ¢ é a concentragio molar da proteina.

Os valores de ¢ para a proteina nas duas formas, fusionada ou nao a His-tag,
foram obtidos utilizando-se o programa ProtParam [91] hospedado no servidor
protedmico ExPASy [92]. Para 6xHis-SMase D, & = 65890 M~1cm™1, e apods a

clivagem da His-tag, ¢ = 58900 M~1cm™1,

As dosagens foram feitas apdés cada etapa de purificagdo e sempre que
necessario. A partir delas vimos que o rendimento da producao e purificacao da

SMase D foi, em média, de 8mg da enzima para cada litro de meio de cultura.

Espalhamento dindmico de luz

A caracterizacdao do nivel de polidispersividade e do estado de agregacdo da
proteina, bem como estimativas da massa molecular das particulas em solugdo
foram realizadas utilizando dados de espalhamento dinamico de luz (DLS)
realizados em aparelho Zetasizer Nano ZS-90 (Malvem) a 25°C. Para retirar
possiveis impurezas ou particulas insoluveis presentes nas amostras, elas foram
submetidas a centrifugacdo a 13000g por 10 minutos a 4°C. Utilizou-se cubeta de
quartzo cuja espessura propiciava um caminho 6ptico de 10mm e a analise dos
dados foi feita utilizando o programa Malvern Zetasizer v. 6.01. Os ensaios de DLS
foram realizados apdés a etapa 4 de purificacdo. Na Figura 3.2.4, vemos as
distribuicdes dos tamanhos das particulas em solucao para a SMase D, com e sem
His-tag. Nos graficos, a distribuicio de tamanhos é mostrada em relacao a
intensidade de espalhamento (linha sélida) e em relacdo a massa (linha
tracejada), ambas dadas em porcentagem do total. Por porcentagem de massa,
refere-se a contribuicdo de cada populacdo de particulas para a intensidade de

espalhamento da luz.

Para ensaios com a SMase D com His-tag, a curva de intensidade indica dois
grupos de particulas, com aproximadamente 5nm e 615nm de didmetro cada;
para ensaios com a SMase D sem His-tag, a mesma curva indica quatro grupos de

particulas, com aproximadamente 3, 14, 255 e 4800nm de didmetro. Apesar da
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curva de intensidade indicar a presenca de mais de um grupo de particulas, a
curva de porcentagem de massa indica que as amostras analisadas eram
compostas quase exclusivamente pelas particulas de 5 e 3nm de diametro,
indicando uma amostra monodispersa com alto grau de pureza. A estimativa da
massa molecular a partir do diametro, assumindo proteinas globulares, indicou
proteinas de peso molecular de aproximadamente 27-30kDa, correspondente ao

peso molecular dos monémeros de SMase D.

SMase D com His-tag SMase D sem His-tag
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Figura 3.2.4 - Distribui¢do de tamanhos de particula para SMase D recombinante obtido por DLS

Dicroismo circular

Ensaios de espectroscopia de dicroismo circular (CD) foram realizados
utilizando um espectropolarimetro JASCO J-815 (Jasco Corporation). Espectros
de CD no UV distante (190-260nm) foram registrados para amostras a uma
concentracdo de proteina de 0.3mg/mL em tampao, para temperaturas no
intervalo de 20 a 90°C com incrementos de 10°C. A velocidade de varredura foi
de 100nm/min com passo de 1nm e 5 acumulagdes por digitalizacdo e a mesma
cubeta de quartzo de 1mm de caminho 6ptico foi utilizada ao longo de todas as
varreduras. A correcdo dos espectros foi realizada subtraindo-se o espectro da

solucdo tampao. Os espectros de CD corrigidos estdo mostrados na Figura 3.2.5a.
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Figura 3.2.5 - Resultados dos ensaios de dicroismo circular para a SMase D. A - Elipticidade molar residual
versus comprimento de onda (190 a 260nm) para as temperaturas de 20 a 90°C. B - Monitoramento da
elipticidade molar residual para comprimentos de onda fixos, 193nm (verde), 210nm (azul) e 222nm
(vermelho) em funcdo da temperatura. C - Contetdo de elementos de estrutura secundaria (%) em fungdo
da temperatura.

Em uma analise inicial, observa-se a mudanca brusca do padrao da elipticidade
molar residual, 8, quando o sistema vai de 50°C para 60°C, indicando uma clara
mudanca estrutural da proteina. Para as temperaturas entre 20°C e 50°C,
observa-se um espectro tipico de a-hélices, com contribuicdes positivas de 8 em
torno de 193nm e negativas em torno de 208nm e 222nm [35]. Para as
temperaturas entre 60°C e 90°C, os espectros apresentam um perfil caracteristico
de proteinas desenoveladas, que sugere a drastica perda da estrutura secundaria

helicoidal.
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Essa perda pode ser confirmada ao monitorarmos a elipticidade residual para
comprimentos de onda fixo, como mostrado na figura Figura 3.2.5b para 193nm,
208nm e 222nm, onde verificamos a perda dos valores de 6 caracteristicos das
a-hélices. O resultado da deconvolugdo desse espectro, onde utilizou-se o
programa CDNN 2.0 [31], é mostrado na Figura 3.2.5c e sugere uma composicdo
essencialmente helicoidal (98% de a-hélices, 1% de fitas- e 1% de estruturas
randOomicas, ou random coil) para temperaturas abaixo de 60°C, e para as
temperaturas mais altas, o conteudo de «a-hélices é reduzido para
aproximadamente 20%. Esses resultados mostram que a proteina aparenta ter
sua estrutura secundaria quase exclusivamente composta a-hélices e que ela
mantém sua estabilidade até 50°C, quando o desenovelamento é favorecido. Esse
resultado nos chama aten¢do uma vez que as demais estruturas de SMases D

apresentam estruturas majoritariamente compostas por folhas-f.

Cristalizacdo

Dispondo de proteina pura e monodispersa, iniciaram-se os ensaios de
cristalizacdo. O passo inicial foi o teste para encontrar a melhor concentragdo a
ser utilizada nas varreduras de condi¢cdes de cristalizacdo. O kit PCT™ Pre-
Crystallization Test (Hampton research) foi utilizado e os resultados indicaram
que as melhores concentra¢des da SMase D para ensaios de cristalizacao giravam
em torno de 5mg/mL de proteina, para a qual observou-se um leve precipitado

granular.

Uma série de ensaios de cristalizacdo foram realizados para a SMase com His-tag
(concentragdes: 1, 2,5, 5 e 9mg/mL) e sem His-tag (concentracdo: 5mg/mL),
sendo que os primeiros ensaios foram feitos para ambas e, uma vez tendo
melhores resultados para a enzima com a cauda, os demais ensaios
prosseguiram apenas para a SMase D nao clivada. Todos os ensaios foram feitos
de forma automatizada utilizando as instalacdes do Laboratério Automatizado
de Cristalizacdo de Macromoléculas do Laboratério Nacional de Biociéncias
(ROBOLAB, LNBio) em Campinas, SP. A técnica de cristalizacao adotada foi a

difusdo de vapor em gota sentada em placas de 96 pocos. As varreduras de

60



condig¢oes de cristalizacao foram feitas utilizando os kits Crystal Screen HT e Salt
Rx, da Hampton research, Wizard I e II e Precipitant Synergy, da Emerald

Biosystems, Pact Suite e JCSG+ da Qiagen, totalizando 544 condi¢des distintas.

Figura 3.2.6 - Condi¢des que apresentaram formacgao de cristais. A - Nitrato de Potassio 0.2M + PEG 3350
20%p/v. Proteina com His-tag a 2,5 mg/mL. B - 2-Metil-2,4-pentanediol 30%v/v + PEG8000 15%p/v +
Cloreto de Calcio 0.1M + Acetato de Sédio 0.1M pH5.5. Proteina com His-tag a 5 mg/mL. C - BIS-TRIS
propano 0.1M pH7.0 + Citrato trissédico 1.2M. Proteina com His-tag a 5 mg/mL. As imagens inferiores
foram obtidas sob exposi¢do a luz UV.

Imagens dos pogos de cristalizacdo foram capturadas automaticamente ao longo
de dois meses (0, 1, 2, 3, 5, 8, 13, 21, 34 e 55 dias apds a montagem das placas) e
posteriormente quando requerido. As imagens foram capturadas com luz visivel
e com luz ultra violeta e eram acessadas remotamente. De todas as condi¢des
testadas, trés chamaram atencao pela formacdo de pequenos cristais de proteina:
A - Nitrato de Potassio 0.2M + PEG 3350 20%p/v. Proteina com His-tag a 2,5
mg/mL; B - 2-Metil-2,4-pentanediol 30%v/v + PEG8000 15%p/v + Cloreto de
Calcio 0.1M + Acetato de Sddio 0.1M pH5.5. Proteina com His-tag a 5 mg/mL; C -
BIS-TRIS propano 0.1M pH7.0 + Citrato trissoédico 1.2M. Proteina com His-tag a 5
mg/mL. As imagens dos pogos capturadas com luz visivel e luz UV podem ser

vistas na Figura 3.2.6.

Os cristais da condicdo A foram submetidos a testes de difracdo por
monocristais na linha MX2 do LNLS, entretanto nao foi possivel detectar nenhum

maximo de difracdo. Posteriormente as trés condi¢cbes que se apresentaram
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promissoras foram entdo amplificadas manualmente utilizando-se a técnica de
difusdao de vapor em gota suspensa em placas de 24 pogos. As placas foram
deixadas nas instalacdes do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio) e serdo

monitoradas semestralmente pela equipe do laboratério BioEst (ICB/UFMG).

Modelagem

O servidor I-TASSER [93] foi utilizado na previsdo da estrutura da SMase D
partindo de sua estrutura primaria. Ambos essencialmente alinham a estrutura
primaria da proteina em estudo com as de varias outras proteinas na busca de
elementos comuns. Nao observamos uma grande diferenca entre os resultados,
que na média indicaram uma estrutura com 35% hélices, 14% fitas e 51% de
estruturas randomicas (random coil). O servidor I-TASSER também forneceu a
previsao da estrutura tridimensional da SMase D, que esta ilustrado na Figura
3.2.7. Observamos o barril TIM!! caracteristico das proteinas da familia com o

sitio ativo preservado no centro.

Figura 3.2.7 - Estrutura tridimensional da SMase D prevista pelo servidor [-TASSER vista de duas
perspectivas. As folhas-f3 (rosa) formam a parte interior do barril TIM, e as a-hélices (azul) compdem a
superficie. O eixo de referéncia das figuras é mostrado saindo do plano do papel na figura da esquerda e

paralelo ao plano do papel na figura da direita.

11 Enovelamento proteico com oito a-hélices e oito fitas- 8
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3.3 Conclusao

O estudo de proteinas da familia das Esfingomielinases D é de grande
importdncia na compreensdao dos mecanismos de patogenicidade dos
organismos aos quais elas pertencem. O numero reduzido de estruturas de
enzimas dessa familia depositadas no PDB reforca ainda mais essa importancia e

motivou a tentativa de determinacao estrutural da SMase D de C. ulcerans.

Nesse trabalho, a obtencdo da proteina recombinante foi bem sucedida,
apresentando um rendimento médio razoavel de 8mg para cada litro de meio de
cultura. Os cromatogramas das purificagdes mostraram a presenca de duas
fracoes de proteina, uma instavel, que chamamos de contaminante, e uma fragdo
de proteina estavel em quantidade e adequada para os ensaios de cristalizacdo
quando analisada por DLS, onde ela se mostrou monodispersa. Os ensaios de DLS
também mostraram que a proteina produzida através dos protocolos utilizados
se apresentou pura e que o seu estado de agregacao estavel é monomeérico. Os
experimentos de espectroscopia de CD nos permitiram concluir que a SMase D é
estruturalmente estdvel para temperaturas abaixo de 30°C, mantém sua
estrutura secundaria até 50°C e, a partir dai, o aumento da temperatura leva a
uma perda drastica do conteiudo de estrutura secundaria, que resulta na
desnaturacao da enzima. A deconvolucdo do espectro, entretanto, indicou que a
SMase D é composta majoritariamente por a-hélices, o que discorda da previsdo
de estrutura secundaria a partir da estrutura primaria pelo servidor I-TASSER.
As demais enzimas da familia da SMase D apresentam o barril-TIM com o sitio
ativo conservado no centro, como previsto. Isso chama atenc¢do para o resultado
obtido. Apesar do alinhamento de sequéncias da SMase D de C. ulcerans com as
demais PLD’s da familia mostrar uma baixa similaridade entre suas estruturas
primarias, esperariamos que a forma das proteinas da mesma familia fossem
similares. Essa duvida somente serd esclarecida com a determinacao da

estrutura tridimensional da proteina.

Dentre todas as condi¢des de cristalizacdo avaliadas nos ensaios, apenas trés
apresentaram a formacdo de pequenos cristais. Os cristais formados ndo se

mostraram adequados para experimentos de difracdo de raios X e as condi¢des
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foram recentemente amplificadas. Ainda nao foi possivel observar a formacao de
novos cristais, e isso reforc¢a a necessidade de aumentar o nidmero de tentativas,
varrendo ainda mais parametros termodinamicos e/ou testando outras técnicas

de cristalizacao.

Em suma, os objetivos do trabalho com a SMase D de C. ulcerans foram
parcialmente atingidos, uma vez que condi¢cdes de cristalizagdo foram
encontradas. Entretanto ainda é necessario que elas sejam otimizadas levando a
formacao de cristais adequados para experimentos de difracdo de raios X e a

determinacdo da estrutura da enzima.
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Capitulo 4

Complexo NahK/NahL

4.1 Introducao

Os compostos aromaticos monociclicos, como benzeno, tolueno e xileno, e os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) como naftaleno, antraceno e
pireno, estdo entre os contaminantes mais comuns e tdxicos dentre os
hidrocarbonetos totais do petréleo [94]-[97]. Isso faz com que a industria e a
comunidade cientifica se atentem para medidas a serem tomadas para a redugdo

da concentrac¢do desses compostos em areas contaminadas.

Os processos que auxiliam na diminuicao da concentracdo dos poluentes do
ambiente sdo denominados processos de remediacdo e podem ser fisicos,
quimicos ou bioldgicos. Dentre os processos quimicos e fisicos estdo a remocdo
dos poluentes via sistemas de contencgdo e coleta, via processos de adsorg¢do por
outros materiais, como carvdo ativado, e via processos de aquecimento. A
biorremediacdo, por sua vez, engloba diversas técnicas que fazem uso de
processos de degradacdao biolégicos para transformar as moléculas de
contaminantes em moléculas atéxicas ou menos toxicas. A biorremediacdo é uma
tecnologia limpa e ja vém sendo utilizada em escala comercial no tratamento de

residuos e na remediacao de areas contaminadas [98]- [100].
A via de degradacdo do naftaleno

Diversas espécies de fungos e bactérias vem sendo estudadas desde a década de
1950 devido a sua capacidade de consumir diferentes tipos de HAPs e novas vias
de degradacdo vem sendo elucidadas [101]-[104]. Particularmente, as bactérias

Pseudomonas putida, comumente encontradas em solos contaminados, foram
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isoladas e estudadas devido a sua capacidade de degradar os HAPs de forma
eficiente [101]. Elas ganham atencao devido a presenca de um plasmideo de 83
mil pares de base, NAH7 [105], que codifica 20 proteinas que juntas sdo capazes
de degradar completamente o naftaleno. O naftaleno é um HAP simples formado
por dois anéis aromaticos fundidos que é altamente solivel em agua, sendo um
dos primeiros dentre os HAPs a atingir lengbis freaticos em caso de

contaminacdo do solo.
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Figura 4.1.1 - Via de degradacdo do Naftaleno pelas enzimas de Pseudomonas putida. As vias superior e
inferior estdo divididas pela linha pontilhada. Os compostos numerados ao longo da via sdo: (1) naftaleno;
(2) cis-1,2-dihidronaftaleno-1,2-diol; (3) 1,2-dihidroxinaftaleno; (4) 2-hidroxi-2H-cromeno-2-carboxilato;
(5) trans-o-hidroxibenzilidenopiruvato; (6) salicilaldeido; (7) salicilato; (8) catecol; (9) 2-hidroximuconato
semialdeido; (10) 2-hidroximuconato; (11) 2-oxo-3-hexenodioato (4-oxalocrotonato); (12) 2-hidroxi-2,4-

pentadienoato; (13) 2-oxo-4-hidroxipentanoato; (14) piruvato; (15) acetaldeido; (16) acetil-CoA.

A via de degradacao do naftaleno esta ilustrada na Figura 4.1.1. Ela é divida em
duas vias, superior e inferior, nas quais acontece a degradacdo do primeiro e do
segundo anel aromatico do naftaleno, respectivamente. Na via superior atuam o
complexo proteico NahAaAbAcAd e as enzimas NahB, NahC, NahD, NahE e NahF.
Na via inferior atuam as enzimas NahG, NahH, Nahl, Nah], NahK, NahL, NahM e
NahO.
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O complexo NahK/NahL

Como pode ser visto na Figura 4.1.1, a quinta e a sexta reacao na via inferior de
degradacdo do naftaleno sdao realizadas pelas enzimas NahK e NahlL,
respectivamente. NahK é uma 4-oxalocronato descarboxilase com 28.5k Da de
massa molecular cuja estrutura primdaria é composta pelos 264 residuos de

aminodacidos da sequéncia:

MNRTLTREQVLALAEHIENAELNVHDIGKVTNDFPEMTFADAYDVQWEIRRRKEARGNKIVG
LKMGLTSWAKMAQMGVETPIYGFLADYFSVPDGGVVDCSKLIHPKIEAEISVVTKAPLHGPG
CHLGDVIAAIDYVIPTVEVIDSRYENFKFDPISVVADNASSTRFITGGRMASLEEVDLRTLGVV
MEKNGEVVELGAGAAVLGHPLSSVAMLANLLAERGEHIPAGTFIMTGGITAAVPVAPGDNIT
VRYQGLGSVSARFI

Por sua vez, NahL, denominada vinilpiruvato hidratase, tem 28kDa de peso
molecular e sua estrutura primaria é composta pelos 261 aminoacidos da

sequéncia:

MDQILINELGDELYQAMLNREAIAPLTERGFAISIDDAYHISLRMLERRLAAGEKIIGKKIGVTS

KAVQNMLGVYQPDFGYLTDAMVFNSGEAVPISQRLMQPKAEGEIAFILKKDLIGPGVTNADV
LAATECVMPCFEIVDSRIRDWKIKIEDTVADNASCGLFVLGDQAVSPRQVDLVTCGMLVEKN

GQLLSTGAGAAALGSPVNCVAWLANTLGRFGIPLKAGEVILSGSLVPLEPVKAGDFMRVEIG
GIGSASVRFT

Essas duas enzimas foram foco do estudo da tese de doutoramento do Dr.
Samuel Leite Guimardes no Departamento de Bioquimica e Imunologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) em 2015 [106]. Em seu trabalho, o Dr. Guimardes descreveu a expressao,
a purificacdo e a cristalizacdo de NahK bem como de seu complexo com NahL
(NahK/NahL). Experimentos de difracao de raios X por monocristais (XRD)
permitiram a determinacdo da estrutura tridimensional da enzima NahK e, junto
a experimentos de espalhamento de raios X de baixo angulo (SAX), também a
elucidacdo da estrutura do complexo NahK/NahL e a determinacdo da estrutura
tridimensional da enzima NahL. Como registrado na tese, a oligomerizacdo das

enzimas forma um heterodecamero (Figura 4.1.2) no qual elas estao dispostas de
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forma a exibir suas cavidades (sitios ativos) uma pra outra, permitindo que o
produto instavel de NahK (molécula 12 da Figura 4.1.1) rapidamente alcance o
sitio ativo de NahL. Os dados de difracdo de raios X obtidos por Dr. Guimaraes,
apoés passarem pelo processo de faseamento por substituicio molecular, ainda
apresentavam regides altamente desordenadas, ou seja, regides onde a
densidade eletronica ndo era bem definida, o que nao permitiu a determinagdo

de um monomero do heterdodecamero, conforme indicado na Figura 4.1.2.

90°

180°

Figura 4.1.2 - Modelo de superficie das subunidades formadoras dos heterodecameros de NahK (azul) e
NahL (cinza). O mondmero rosa nio pode ser determinado. Fonte: [106]

Nas proximas seg¢des discutiremos o trabalho refeito com os dados de difracdo de
raios X e a tentativa de resolver a desordem e elucidar a estrutura tridimensional

completa dos decameros que formaram o cristal previamente investigado.
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4.2 Procedimentos e discussao

Reprocessamento de dados de XRD

Um udnico conjunto de dados de difracao de raios X de um cristal do complexo
NahK/NahL foi coletado na linha MX2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS), como detalhado na tese de doutoramento de Dr. Guimaraes. O grupo de
espaco que descreve a simetria do cristal foi determinado como sendo P2,2,2; e
a célula unitaria determinada apresentava os seguintes parametros de rede:
a=100,414, b =219,964, c =310,36 A;e a = B = y = 90°. O processamento
inicial das 1100 imagens de difracao obtidas foi feito utilizando o programa
HKL2000 [107] para os limites de resolucio 47,66-2,494, o que permitiu a
indexacdo de 985.382 reflexdes. Um resumo das estatisticas da medida é

mostrado na Tabela 5.2.1.

Na tentativa de extrair mais informacdo a partir do unico conjunto de dados
disponivel, o reprocessamento das imagens foi feito utilizando o software XDS
[59], [60]. De fato foi possivel estender a resolucio dos dados até 2.204, como
pode ser visto na Figura 4.2.1, que mostra a ampliacao de uma regiao préxima ao
novo limite de resolucdo. A presenca de alguns picos de interferéncia construtiva
é evidente, apesar do novo limite se estender além do limite horizontal do

detector, que coincide exatamente com o circulo de resolugio de 2.49A.

As etapas de reprocessamento foram realizadas sempre em duplicata, impondo
os limites de resolucdo estendida e, por vias de comparacgao, os limites utilizados
anteriormente por Dr. Guimardes. A comparacdo entre as estatisticas dos trés
processamentos de dados é mostrada na Tabela 4.2.1. Para a resolucgdo
estendida, o numero de reflexdes indexadas aumentou para 1.280.561 (295.179
reflexdes a mais, 29,9%), que corresponde a 98.102 (41.8%) reflexdes unicas
(reflexdes ndo equivalentes por simetria) a mais. Para a mesma resolucao o
aumento foi de 50.038 (5,1%) e 1605 (0.7%) respectivamente. O aumento
significativo do numero de reflexdes uUnicas ao estendermos a resolucdo é
coerente com o aumento da area considerada na busca de reflexoes. Todavia, ao

considerarmos os mesmos limites de resolucdo utilizados anteriormente, vemos
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que o numero de reflexdes indexadas também muda, uma vez que os softwares
XDS e HKL2000 utilizam metodologias diferentes na avaliacao das imagens de

difracdo, mas ndo se observa um aumento tao significativo de reflexdes unicas.

Figura 4.2.1 - Ampliagio de uma regifo préxima a circunferéncia correspondente a resolucio de 2.20A
(circulo verde). A circunferéncia correspondente 3 resolucio de 2.49 A é mostrado em roxo. A regido
delimitada em vermelho corresponde a sombra do beamstop e a uma regido onde o detector apresentou
problemas na detecgdo de radiagdo.

Os demais parametros da estatistica do processamento ndo apresentaram
mudangas significativas, mas é possivel verificar a diminui¢cdo de todos os
demais parametros de qualidade. Certamente, medir apenas uma fracdo das
ultimas camadas de resolucdo contribui negativamente para as estatisticas,
entretanto foi necessario estabelecer um compromisso entre aumentar a
quantidade de reflexdes consideradas e diminuir a qualidade total do
processamento. Dado que ndo houve nenhuma mudanga que tornasse o conjunto
de dados inadequado para prosseguir com a solucao da estrutura, todas as
demais etapas foram realizadas com os dados processados com resolucdo
estendida e, para fins de comparacdo, também com os dados reprocessados para

a mesma resolucdo.
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Tabela 4.2.1 - Estatisticas dos processamentos de dados utilizando o softwares HKL2000 e XDS

HKL2000 XDS
. 47,66-2,49 47,66-2,49 50,00-2,20

Resolucgdo (A)

(2,53-2,49) (2,64-2,49) (2,33-2,20)
Reflexbes 985.382 1.035.420 1.280.561
Reflex0es Unicas 234.835 236.440 332.937
Rumerge/meas(%0)* 7,4 (30,0) 6,5 (34,4) 7.9(94,8)
(I/o(D) 13,77 (3,42) 15,40 (3,97) 11,57 (1,22)
Completeza (%) 97,8 (81,5) 99,0 (99,2) 96,5 (83,4)

Os valores entre parénteses se referem aos dados da tultima camada de resolugao.
*Para os dados processados com o software HKL2000, temos Rmerge, € para dados
processados com o software XDS, temos Rmeas.

Estrutura de NahK/NahlL e desordem

Assim como reportado na tese de Dr. Guimaraes, o faseamento inicial dos dados
de difracdo de raios X obtidos foi feito através de uma substituicdo molecular
utilizando a estrutura de NahK como modelo e o conjunto de dados processados
inicialmente com o software HKL2000 até resolucdo igual a 2,49A
(HKL2000/2,49A). A forma do envelope do complexo havia sido elucidada
através de experimentos de SAX e auxiliou na proposta de um modelo inicial do
heterodecamero. Os dados de XRD indicaram a presen¢a de 20 mond6meros na
unidade assimétrica dispostos como dois decimeros heterogéneos conectados.
Entretanto a presenca de algumas regides de eletronica pobre nao possibilitou a
determinac¢do da natureza NahK ou NahL de dois desses monémeros (um em
cada heterodecamero) de forma assertiva, mesmo depois de alguns

refinamentos. A dificuldade na determinacdo desses monOomeros é melhor

71



compreendida quando faz-se a superposicao das estruturas de NahK e NahL
determinadas por Dr. Guimardes. Na Figura 4.2.2 vemos a quase total
superposicdo das respectivas estruturas secundarias, sendo o desvio quadratico
meédio (RMSD) entre a posicao de todos os atomos da cadeia principal das
enzimas de apenas 1.32A. Logo, a principal diferenca entre as duas enzimas esta
nas cadeias laterais dos residuos alinhados estruturalmente e, nas regides onde a
densidade eletronica se mostra pobre, ndo é possivel ver detalhes dessas cadeias

além da provavel posicao das cadeias principais.

Figura 4.2.2 - Alinhamento estrutural de NahK (ciano) e NahL (roxo).

Esse problema foi entdo trazido para o Laboratério de Cristalografia do
departamento de fisica da UFMG, onde foram feitas tentativas de retrabalhar os
dados de XRD na busca da determinacdo da natureza dos mondémeros nao
identificados. Primeiramente, lembramos que o mapa de densidade eletronica é
sempre calculado utilizando-se os dados de XRD medidos (intensidades) e as
fases calculadas para um modelo estrutural (ver secao 2.4, Difracdo por cristais
3D). Consequentemente, o modelo utilizado tem influéncia direta nas fases
calculadas para o mapa experimental. Para contornar esse problema, calculamos
inicialmente um mapa de densidade eletronica experimental nao tendencioso.
Para tal, o modelo de busca para uma nova substituicio molecular foi
manipulado de tal forma que, ao calcular as fases, ndo houvesse tendenciosidade
gerada pela presenca de cadeias laterais de NahK ou NahL em nenhum dos

monoémeros. Posteriormente, novos mapas de densidade eletronica e de
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diferen¢a de Fourier foram calculados para entdo identificarmos as regides de
densidade eletronica ao longo das cadeias principais de cada mondémero que

permitissem a determinac¢do de sua natureza.

A manipulacdo do modelo de busca consistiu na modificagio de todos os
mondémeros do modelo proposto por Dr. Guimardes de tal forma que foram
mantidas apenas as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos idénticos
(residuos KL) que se superpdem perfeitamente quando NahK e NahL sao
alinhadas estruturalmente, ou seja, quando é feito o alinhamento das sequéncias
baseado na estrutura das enzimas. Todos os demais residuos foram substituidos
por alaninas (ALA), aminoacido cuja cadeia lateral é apenas um carbono. O
alinhamento estrutural, ou seja, o alinhamento das sequéncias baseado na
estrutura das enzimas, foi realizado utilizando o programa GESAMT [64] da
plataforma CCP4 [62]. O novo modelo construido dessa forma sera chamado de

“KL/ALA” daqui pra frente.

Fez-se uma nova substituicdo molecular com o software PHASER [63] utilizando
o modelo KL/ALA e os dados de XRD processados com limites de resolugdo
estendidos para 50,04-2,20A (XDS/2,20A). Um novo mapa de densidade
eletronica foi calculado e superposto ao modelo para andlise. Todos os
monodmeros foram visualmente inspecionados, residuo por residuo, através da
interface grafica do software COOT [66], [67], na busca de fragmentos de
densidade eletronica que indicassem a presenca de cadeias laterais de
aminodacidos caracteristicos de NahK e/ou NahL que devessem ser adicionados
ao modelo para que esse explicasse melhor o mapa de densidade eletronica
experimental. Era evidente a presenca de varias das cadeias laterais em quase
todos os mondmeros de KL/ALA. A medida que cada mondmero era identificado
como NahK ou como NahL, o modelo KL/ALA era editado adicionando-se as
cadeias laterais correspondentes. Esses novos modelos aperfeicoados eram
posteriormente refinados utilizando-se o software REFMACS5 [65] e o conjunto de
dados XDS/Z,ZOA. A nomenclatura inicial dada as cadeias de cada mono6mero foi

mantida e esta esquematizada na Figura 4.2.3 para referéncia futura.
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Figura 4.2.3 - Os 20 monOmeros que constituem o complexo e sua respectiva nomenclatura dada. Na figura
temos os dois decameros vistos de cima (esquerdo) e por baixo (direita).

Inicialmente, 19 monomeros foram assinalados NahK ou NahL (todos, exceto G).
A evolucao dos indicadores de qualidade a medida que se determinava a
natureza de cada mondmero esta mostrado no grafico da Figura 4.2.4. Nele
observamos uma evolugdo quase que linear de Rfy¢e € Rrgeror, €XCeto quando os
162 e 172 monomeros (Q e R, respectivamente) foram assinalados NahL, quando
observamos uma quase estagnacdo dos R’s. Entretanto, a densidade eletronica

nas regides correspondentes era pobre e o modelo foi novamente modificado

mantendo os mondmeros Q e R como cadeias de alaninas e residuos KL.

Os 3 mondmeros indeterminados, G, Q e R, demandaram uma analise rigorosa do
mapa de densidade eletronica ao longo de suas cadeias. Para tal, um modelo
construido com os 17 mondmeros determinados e os outros trés ainda como
cadeias de alaninas e residuos KL foi utilizado numa nova substituicao molecular
com o software PHASER [63]. Com o novo mapa gerado, a busca pelos
aminoacidos distintos foi retomada. Para auxiliar a busca, utilizamos novamente
0 programa GESAMT [64], que também assinala aos aminoacidos alinhados um

nivel de dissimilaridade de 0 a 5.
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Figura 4.2.4 - Evolucdo dos indicadores de qualidade do modelo utilizado quando refinado contra os dados

experimentais a medida que a natureza dos mondémeros foi sendo determinada NahK ou NahL.

Na Figura 4.2.5, vemos o grafico do namero de pares de aminoacidos em cada

grupo de similaridade, onde 5 indica aminoacidos totalmente dissimilares e 0,

aminodacidos idénticos. Vemos que a maioria dos pares alinhados sdo de

aminoacidos idénticos, mas existe um numero consideravel de aminoacidos

dissimilares. Esses aminoacidos foram meticulosamente analisados na busca por

regides sugestivas no mapa de densidade eletronica.
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Figura 4.2.5 - Nivel de dissimilaridade entre os pares de aminoacidos de NahK e NahL alinhados
estruturalmente. Aqui, 0 indica aminoacido idénticos e 5, totalmente dissimilares.
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Novamente as cadeias foram inspecionadas visualmente, residuo a residuo.
Todavia, ao final das comparag¢des dos residuos, apenas pudemos afirmar que a
cadeia nomeada Q possui uma probabilidade maior de ser a enzima NahL. A duas
cadeias remanescentes (G e R) permaneceram indeterminadas. A tabela do

Apéndice B mostra detalhes dessa analise.

Monémeros G e R e dupla conformacédo

Desde o inicio, o contraste ao longo do mapa de densidade eletrénica nos fez
questionar o que poderia ter levado a presenca de regides onde é clara a
presenca dos elementos constituintes da proteina, enquanto em algumas regioes
especificas o mapa é dubio e ndo permite a construcao de um modelo satisfatério
para explicar os dados experimentais. Sabemos que uma densidade eletronica
calculada se mostrara pobre quando os dados forem de baixa resolucao, quando
existir um movimento térmico excessivo dos constituintes do cristal e também
por possiveis defeitos ao longo do cristal que prejudiquem a periodicidade.
Certamente os dados de XRD aqui utilizados ndao possuem resolucao 6tima e
podemos atribuir parte dessa indeterminacdo a isso, apesar de podermos
considera-los de boa qualidade para trabalhos com cristais de proteina. Todavia
a desordem observada também poderia advir da ocupacao parcial dos sitios das
cadeias G e R por ambas enzimas, NahK e NahL, ao longo do cristal, formando

heterodecimeros distintos.

A construcdo de um modelo que levasse em consideracdo a possivel dupla
ocupacdao dos sitios G e R ao longo do cristal utilizou os 18 mondémeros
determinados, 10 NahK e 8 NahL, e os outros dois sitios foram ocupados por
cadeias de NahK e de NahL superpostas, cada uma com parametro de ocupacdo
igual a 0,5. A forma do envelope desse modelo para os dois heterodecameros

dispostos na unidade assimétrica pode ser vista na Figura 4.2.6.
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Figura 4.2.6 - Disposicdo dos dois heterodecameros na unidade assimétrica. Em roxo, temos monomeros de
NahL e em ciano, mondmeros de NahK. Os dois mondmeros em vermelho e cinza foram ocupados por
cadeias de NahK e de NahL superpostas, cada uma com ocupagdo igual a 0,5.

Com esse novo e ultimo modelo, novas fases foram calculadas, ou seja, uma nova
substituicao molecular foi feita, novamente utilizando-se o software PHASER
[63]. Em seguida o modelo foi refinado em varios ciclos realizados usando os
dados XDS/2,20A 3 medida que moléculas de 4gua, fons e ligantes que
participam da estrutura foram adicionados. Nessa rodada de refinamentos
utilizamos novamente o programa REFMACS5 [65], porém, dessa vez as ocupacgoes
de cada enzima, NahK ou NahL, nos sitios G e R entraram como um parametro a
ser refinado. No entanto, mesmo apds 800 ciclos de refinamento, essa nova
variavel ndo apresentou mudanca. De fato, conforme sugerido pelos
desenvolvedores do REFMACS, esse software ndo é projetado para refinar

ocupacoes de tantos atomos.

A avaliagdo final dos valores da ocupac¢ado das enzimas NahK e NahL nos sitios G e
R foi realizada utilizando-se o programa SHELXL [108]. 400 ciclos de

refinamento foram executados usando os dados XDS/2,20A. O grafico na Figura
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4.2.7 mostra a evolucdo do valor da ocupacdao de NahK ao longo dos ciclos de
refinamento que convergiu para 0.45 para o sitio G, e 0.47 para o sitio R. Uma vez
que os sitios devem ser ocupados por NahK ou NahL, a soma de suas respectivas
ocupacoes deve ser igual a 1, e dessa forma as ocupac¢oes de NahL sdao 0.55 no

sitio G e 0.53 no sitio R.
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Figura 4.2.7 - Evolucdo do valor da ocupacgido de NahK nos sitios G e R ao longo dos ciclos de refinamento.

Utilizando esses valores para a ocupacdo de NahK e NahL nos sitios G e R, 100
outros ciclos de refinamento foram realizados, dessa vez usando tanto os dados
XDS/2,20A quanto os dados XDS/2,49A. As estatisticas finais dos refinamentos
estdo mostradas na Tabela 4.2.2 junto as estatisticas finais do refinamento inicial
realizado pelo Dr. Guimardes. Vemos que a mudanca nos indices de qualidade do
refinamento ndo é muito grande. De fato, observamos que para o conjunto de
dados XDS/2,204, os indices de qualidade apontam um ajuste inferior do modelo
aos dados experimentais. Entretanto, esse resultado é esperado uma vez que
incluimos reflexdes menos intensas e camadas de resolucdo incompletas na
tentativa de enxergar mais detalhes no mapa de densidade eletronica
experimental. Para os dados na mesma resolucao, os indices sdo quase idénticos,
sugerindo que a desordem observada seja uma caracteristica intrinseca da

estrutura.
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Tabela 4.2.2 - Estatistica final do refinamento do modelo para o complexo NahK./NahL usando os conjuntos
de dados XDS/2,20A e XDS/2,49A em contrate com a estatistica final do refinamento feito por Dr.

Guimaraes.
Conjunto de dados | HKL2000/2,49A | XDS/2,49A XDS/2,20A
Rfator 0,195 0,193 0,203
Riree 0,230 0,255 0,258
RMS angulos 1,894 1,748 1,763
RMS ligagdes 0,013 0,014 0,014

4.3 Conclusao

A compreensao de vias de degradacao de moléculas por organismos é crucial em
sua utilizacdo em processos de biorremediac¢do. As bactérias Pseudomonas putida
sdo capazes de degradar o naftaleno, que é um dos hidrocarbonetos totais do
petroleo. O naftaleno é uma molécula toxica e altamente soluvel capaz de atingir

os lencgdis freaticos em caso de contaminacdo do solo.

Dentre as 20 proteinas envolvidas na degradacdo do naftaleno por P. Putida, as
enzimas NahK e NahL atuam, respectivamente, na quinta e na sexta rea¢do da via
inferior (Figura 4.1.1). Elas foram foco do estudo da tese de doutoramento do Dr.
Samuel Leite Guimardes no Departamento de Bioquimica e Imunologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) em 2015 [106]. O Dr. Guimaraes reportou a estrutura tridimensional de
ambas as enzimas e a oligomerizacao delas em forma de um heterodecamero, o
complexo NahK/NahlL, cuja estrutura ndao pdde ser completamente elucidada a
partir de dados de difracdo de raios X. Foi observado que o mapa de densidade
eletronica experimental construido continha regides de baixa resolugdo, o que
ndo permitiu a determinag¢do assertiva na natureza de um dos mondmeros de

cada decamero.
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Nesse trabalho, reprocessamos os dados de difracao de raios X obtidos
anteriormente para o cristal do complexo NahK/NahL. Os limites de resolugdo
dos dados puderam ser estendidos de 47 66A - 2,49A para 50,08 - 2,204,
aumentando significativamente o nimero de reflexdes Unicas consideradas. Na
tentativa de identificar os mondmeros nas regioes desordenadas como NahK ou
NahL, utilizamos um modelo menos tendencioso para gerar fases iniciais. Esse
modelo foi construido a partir do modelo proposto por Dr. Guimaraes, trocando
por alaninas todos os residuos que diferem quando NahK e NahL sdo
estruturalmente superpostas. A analise dos mapas de densidade eletronica e de
diferenca de Fourier permitiu identificar assertivamente as cadeias laterais dos
residuos que diferenciavam as duas enzimas em 17 dos 20 mondmeros que

compdem a unidade assimétrica do cristal do complexo.

Os trés monomeros restantes demandaram uma nova andlise do mapa de
densidade eletronica experimental, dessa vez calculado para um modelo onde os
trés sitios correspondentes eram ocupados por cadeias de alaninas e residuos
KL. Apds alguns ciclos de refinamento, um dos trés monomeros pdde ser
identificado por NahL. Os outros dois ndo foram identificados e foi proposto um
modelo onde os sitios correspondentes poderiam ser ocupados tanto pela
enzima NahK quanto pela enzima NahL, de maneira desordenada, formando
heterodecameros distintos ao longo do cristal. As estatisticas dos refinamentos
feitos usando esse novo modelo de desordem e os dados de XRD reprocessados
com ambos limites de resolucao, 47 6648 - 2,49IOX e 50,08 - 2,201OX De fato,
independentemente dos dados utilizados no refinamento, foram observadas
regides com mapa de densidade eletronica experimental pobre, o que sugere que
esta é uma caracteristica da amostra. Assim, o0 modelo de desordem para os
monomeros indefinidos, onde ndo forcamos a ocupagdo dos sitios com densidade
eletronica pobre nem pela enzima NahK, nem por NahL parece ser o mais
coerente com a densidade eletronica observada sem deixar de ser plausivel do

ponto de vista bioquimico.
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Capitulo 5

BPV E2

5.1 Introducao

Os papiloma virus sdo um grupo de virus de DNA circular de cadeia dupla,
responsaveis tanto por lesdes (verrugas) quanto por carcinomas malignos em
tecidos epiteliais [109], e também estdo associados a outras doencas em
humanos e outros mamiferos [110], [111]. O genoma desses virus contém
aproximadamente 7900 pares de base e contém fases de leitura aberta (ORF -
open reading frame) de transcricdo precoce e de transcricdo tardia.
Particularmente, duas ORF’s de transcricao precoce, E1 e E2, e duas de
transcricdo tardia, L1 e L2, sdo altamente conservadas dentre os membros da
familia dos papiloma virus. E1 e E2 sdo os primeiros genes expressos durante a
infeccdo e responsaveis pelo controle da transcricdo dos genes virais e da
replicacdo do genoma viral, enquanto L1 e L2 sdo proteinas estruturais que

compdem a capsula viral.[112].

Existiu um grande interesse no estudo dos varios tipos de papiloma virus
humano, que hoje ja sdo melhor compreendidos. Nesse processo, o papiloma
virus bovino tipo 1 (BPV-1) serviu como protétipo para estudos de biologia

molecular e genética desse grupo de virus, e foi extensivamente estudado [113].
A proteina E2 do BPV-1

A proteina E2, produto da ORF E2 do BPV-1, é composta por 410 aminoacidos e
sua estrutura pode ser dividida em trés regides distintas: o dominio amino-

terminal, com 160 residuos de aminoacidos, um conector, cuja estrutura
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primaria é rica em prolinas, e o dominio carboxi-terminal (C-terminal), com 85
residuos de aminoacidos que se liga de forma especifica ao DNA. O dominio C-
terminal (E2/326-410), forma um barril-f com a-hélices na superficie e se liga

ao DNA como um dimero. Sua estrutura primaria é constituida dos aminoacidos:

SCFALISGTANQVKCYRFRVKKNHRHRYENCTTTWFTVADNGAERQGQAQILITFGSPSQRQDFLKH
VPLPPGMNISGFTASLDF

que recebem a numeracdo de 326 a 410. A massa molecular estimada a partir da

sequéncia de aminoacidos é de 9,6kDa.

A interacdo do dimero com o DNA é mediada pelos residuos Asn 336, Lys 339,
Cys 340, Phe 343 que compdem uma das a-hélices na superficie (HI - residuos
de 335-349) [114], [115]. A estrutura tridimensional de E2/326-410 do BPV-1
foi previamente determinada por NMR (PDB ID: 1DBD) [116] e por difracdo de
raios X por monocristal para um cristal de dimeros de E2/326-410 cristalizados
no grupo de espaco P6522 (PDB ID: 1JJH) [115] e para um cristal de dimeros de
E2/326-410 complexados com o DNA no grupo de espaco R32 (PDB ID: 2BOP)
[114].

Nesse trabalho, reportamos a estrutura do dominio E2/326-410 estendido por
17 residuos extras adicionados ao N-terminal determinada por difragdo de raios
X. A cristalizagdo e os experimentos de difracdo, assim como o trabalho inicial
com os dados foi realizado por Barbosa et al. [117]. O solugdo definitiva da
estrutura, as estratégias de refinamento e a validacdo da estrutura sdo

detalhados nas proximas secoes.

5.2 Procedimentos e discussao

Cristalizacdo e difracdo de raios X

As etapas mencionadas nessa subsecdo foram executadas anteriormente ao
periodo do meu mestrado e estdo reportadas no trabalho de Barbosa et al,

2001[117]
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A clonagem, expressdo e purificacdo da proteina E2/326-410 BPV-1 foram
realizados junto ao grupo do Dr. Gonzalo Prat Gay no Instituto de Investigaciones
Bioquimicas Fundacion Campomar, Argentina. O vetor utilizado na clonagem
codificava uma cauda com os 17 residuos, MVPRRTTNDGFHLLKAG, que foi
adicionada ao N-terminal da proteina. Cristais foram obtidos por difusdo de
vapor de gota pendurada a 18°C, onde a solu¢do de proteina continha 8.64mg/ml
de proteina, 100mM NaCl, 10mM DTT em tampado de 25mM TRIS, pH 7,5; a
composicao da solugdo de reservatorio era 100mM de citrato de sédio pH 4.6-

5.2,28-32% PEG 4000 e 200mM de acetato de amonio.

A coleta de dados de difracdo de raios X de cristais de E2/326-410 BPV-1 com os
17 residuos adicionais, foi realizada no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS), Campinas - SP. O processamento inicial dos dados foi feito para
resolucao com limites 30,0—2.0A, utilizando o software HKL 2000 e permitiu a
determina¢do dos parametros da célula unitariaa =b = 55,3A, c = 20344,
a=p=90° )
y = 120°, e a determina¢do do grupo de espaco que descreve a simetria do
cristal, P3121. Uma substituicio molecular e o refinamento inicial da estrutura
permitiu visualizar quatro monoémeros formando dois dimeros funcionais na
unidade assimétrica, entretanto os refinamentos nao chegaram a uma etapa

conclusiva.

Reprocessamento de dados

Uma nova reducao de dados foi feita utilizando o software XDS [59], [60] que
permitiu uma extensdo dos limites de resolucdo dos dados utilizados no
processamento para 40,0-1.9A. A comparagio entre as estatisticas dos
processamentos € mostrada na Tabela 5.2.1, onde vemos um aumento de 82,1%
no numero de reflexdes integradas, que corresponde a 118,9% de reflexdes
Unicas a mais no novo processamento. O aumento consideravel no niumero de
reflexdes Unicas se deve ao aumento do intervalo de resolucio e também a
mudanca metodologica de integracdo do XDS em comparacdao ao HKL2000. Os
indices de qualidade do processamento, apresentados na Tabela 5.2.1, mostram

que as novas reflexdes adicionadas ao conjunto de dados de XRD nao prejudicou
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as estatisticas do processamento. Em particular, a diminuigio do fator (I/a(I)) é
esperada, uma vez que consideramos um alto numero de reflexdes pouco
intensas.

Tabela 5.2.1 - Estatisticas dos processamentos de dados utilizando o software HKL2000 com limites de
resolucdo 30,0-2,04, e o software XDS, com os limites de resolucdo 40,0-1,9A.

HKL 2000 XDS
Resolugio (A) 30,0-2,0 40,0-1,90
Reflexdes 127.541 232.219
Reflex0es Unicas 24.850 29.354
Rmerge/meas(%)* 8,7 (62,0) 12,6 (91,5)
(1/o(D)) 16,7 (3,1) 10,2 (1,8)
Completeza (%) 99,8 (98,9) 99,8 (99,6)

Os valores entre parénteses se referem a ultima camada de resolugio.
*Para os dados processados com o software HKL2000, temos Rmerge, €

para dados processados com o software XDS, temos Rmeas.

Solucdo da estrutura e refinamento

A partir dos dados reprocessados, uma nova substituicdo molecular utilizando o
software PHASER [63] da plataforma CCP4 [62] foi realizada. O modelo
estrutural utilizado foi a estrutura de E2/326-410 de BPV-1 complexada com
DNA (PDB ID: 2BOP) e uma unica solu¢do foi encontrada, na qual quatro
monoémeros de E2/326-410 ocupam a unidade assimétrica arranjados dois a
dois em dois barris-# com a-hélices na superficie, concordando com o modelo
proposto por Barbosa et al.. Os quatro mondmeros arranjados em dois dimeros

funcionais podem ser visualizados na Figura 5.2.1.

Ciclos de refinamento foram realizados de forma exaustiva, utilizando o software
REFMAC5 [65], acompanhados da inspecao visual de todas as cadeias

superpostas ao mapa de densidade eletronica calculado, utilizando o software
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COOT [66]. Os dados de XRD permitiram a constru¢dao de um mapa de densidade
eletronica preciso ao longo da maior parte dos mondémeros e as modificagcdes no
modelo, como ajustes da geometria e do posicionamento dos aminoacidos e
adicao de moléculas de agua, foram feitas manualmente. As estatisticas do

refinamento estdo mostradas na Tabela 5.2.2.

Figura 5.2.1 - Dois dimeros funcionais de E2/326-410. Os dimeros funcionais sdo formados pela jun¢io dos
mondmeros (A+B e C+D). O barril- é evidenciado no dimero formado pelas cadeias Ae Be/ouC eD.

Tabela 5.2.2 - Estatistica final do refinamento e do modelo de E2/326-410 com 17 residuos adicionados ao

N-terminal.
o 40,0-1,90
Resolucgdo (A)
(2,02-1,90)

Rfactor/Rfree 0,192/0,246
Desvio RMS

ligacdes 0,016

angulos 1,766
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Fator B médio
cadeia A 27,8
cadeia B 27,6
cadeia C 29,1
cadeia D 31,5
Numero de residuos 371
Numero de atomos 2922
Moléculas de agua 199
Solvente na célula unitaria (%) 44,6

Andlise do modelo

Dois dimeros funcionais formados por quatro monoémeros de E2/326-410, 371
residuos de aminoacidos e 199 moléculas de agua foram modelados a partir do
mapa de densidade eletronica experimental. Os quatro mon6meros conservam a
estrutura secundaria e o enovelamento proteico. A superposicdo estrutural
desses mondmeros é mostrada na Figura 5.2.2 onde duas regides, que
correspondem ao loop (al¢a) entre os residuos 365 e 371 (loop 1), inclusive, e ao

N-terminal (extremidade desordenada), se destacam pela diferenca em suas

posigoes.

Essas duas regides apresentaram um ajuste pobre do modelo a densidade
eletronica. Excecdes sdo o ajuste do N-terminal da cadeia C e do loop da cadeia A,
onde o mapa de densidade eletronica calculado era mais preciso. Dos 17
residuos adicionados ao N-terminal, apenas 6 foram observados em todos os

quatro monomeros na unidade assimétrica. Particularmente, no monémero C, 9
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desses residuos puderam ser modelados. Seu N-terminal mais longo é mostrado

na Figura 5.2.2. Também foi feita a modelagem completa do loop I na cadeia A.

C-terminal

Figura 5.2.2 - Superposicdo estrutural dos quatro mondmeros presentes na unidade assimétrica do
modelo: cadeia A (vermelho), B (amarelo), C (azul) e D(cinza); as por¢des N e C-terminal dos monémeros
estdo indicadas por N e C respectivamente.

Os fatores de deslocamento isotropico (se¢do 2.4) - chamados de Fator B na
comunidade de cristalografia de proteina - dos quatro monodmeros estdo
mostrados na Figura 5.2.3. Valores elevados refletem as regidoes onde o ajuste do
modelo ao mapa é ruim. Novamente destacam-se as regides correspondentes ao
N-terminal e ao loop I. Utilizando-se o algoritmo MATTHEWS_COEF [118], [119],
também da plataforma CCP4, calculou-se uma estimativa de conteudo de
solvente na célula unitaria, que indicou que 44,6% de seu volume era preenchido
por agua. Assim como a maioria dos empacotamentos cristalinos proteicos, a
porcentagem de solvente é grande [118], permitindo a mobilidade de algumas
regides da proteina de tal forma que os elétrons nessas regides, que sdo 0s
espalhadores de raios X, ndo possuam uma posicao unica ao longo do cristal.
Como detalhado na sec¢do 2.4, a funcdo densidade eletronica (Equacgao 2.4. 37)
depende diretamente da posicao dos espalhadores no espacgo real, e sempre que
muita mobilidade é conferida a uma parte da estrutura, a densidade eletronica
calculada correspondente é pouco precisa ou até nao observada. O N-terminal e a
alca se localizam em regides com alta exposicdo ao solvente, o que pode ter
garantido a eles a alta mobilidade que justifica os altos fatores B e o mapa de

densidade eletronica pouco preciso.
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Figura 5.2.3 - Fatores B para as quatro cadeias modeladas nesse trabalho. Linhas sdo guias para os olhos.

Todos os residuos foram ajustados para obedecer as restricdes dos angulos e ¢

(ver secao 2.1). O grafico de Ramachandran na Figura 5.2.4 mostra que todos os

residuos possuem configuracdes aceitaveis: 12 deles apresentam configuracdes

permitidas, ou seja, menos favoraveis e todos os demais ocupam as regides

favoraveis.
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Figura 5.2.4 - Grafico de Ramachandran para o modelo com dois dimeros funcionais de E2/326-410.
Residuos representados em verde estdo em regides favoraveis e residuos em amarelo estdo em regides
permitidas (= menos favoraveis). Nenhum residuo apresenta configuragio proibida.
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Comparacdo com as estruturas do PDB

A estrutura depositada no PDB com ID 1]JH foi determinada por difracdo de raios
X a 2,5A de resolugio [115]. Ela contém dimeros de E2/326-410 conectados por
pontes dissulfeto entre as cisteinas 340 (Cys340) como mostrado na Figura 5.2.5.
Nesse modelo, o loop I entre os residuos 365 e 371 nao foi observado. Ja a
estrutura depositada no PDB com ID 2BOP foi determinada por difra¢do de raios
X a 1,74 de resolucgido [114]. Ela contém dimeros de E2/326-410 complexados
com o DNA, como mostrado na Figura 5.2.9. A interacdo com o DNA é mediada
unicamente pelos aminoacidos Asn 336, Lys 339, Cys 340 e Phe 343

pertencentes a hélice de reconhecimento (entre os residuos 335 e 349).

Figura 5.2.5 - Arranjo dos dimeros ao longo da rede cristalina na estrutura 1JJH. A pontes dissulfeto entre as
CYs340 estdo indicadas em amarelo. O hexadmetro é formado pelos mondmeros pertencentes a duas
unidades assimétricas adjacentes, mostrados em azul e cinza.

Como mencionado anteriormente, no modelo com dois dimeros funcionais
proposto nesse trabalho, o loop I pode ser completamente modelado para a
cadeia A, ou seja, pela primeira vez ele foi observado em uma estrutura resolvida
por difracdo de raios X por monocristal de E2/326-410 ndao complexada com o
DNA. Seu ajuste a densidade eletronica é mostrado na Figura 5.2.6. A disposicdo
dos dimeros, mostrada na Figura 5.2.1, fez com que o loop I da cadeia A ficasse
especialmente localizado proximo de uma das a-hélice da cadeia D, o que
possivelmente restringiu sua mobilidade no cristal e permitiu sua modelagem.

De farto, os dimeros nao se conectam através de pontes dissulfeto como em 1JJH,
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mas interagem fracamente. A Cys 340, envolvida no empacotamento cristalino
de 1JJH, é um dos residuos da que interage especificamente com o DNA e, uma
vez que em 1]JJH ela participa de uma interacdo especifica da formacao do cristal,
o contraste entre sua conformacao quando E2/326-410 interage ou nao com o

DNA ainda ndo havia sido possivel.

Figura 5.2.6 - Ajuste do loop I (amarelo) ao mapa de densidade eletrdnica (roxo) com 0.46 elétron por A3,
Os residuos fenilalanina 261 (Phe 261) e arginina 370 (Arg 370) estdo destacados.

Foi feita a superposicao de todas as hélices de reconhecimento de DNA de
E2/326-410: dos quatro mondmeros modelados nesse trabalho, das duas
cadeias de 1JJH e do mondémero de 2BOP!2, A mudang¢a conformacional da
Cys340 em funcao da ligacdo, seja com o DNA em 2BOP, seja com as outras
cisteinas em 1JJH, é mostrada na Figura 5.2.7. Vé-se que a cadeia lateral das
cisteinas apresenta uma pequena mudanc¢a no angulo formado pelas ligagdes C-

C-S, que é maior para as Cys livres. Contudo nao foi observada nenhuma outra

12Em 1JJH, o terceiro mondémero na unidade assimétrica é gerado por operagdes de simetria nio

cristalografica, assim como o dimero em 2BOP é gerado a partir de um mondmero apenas.
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mudanca estrutural que permitisse inferir qualquer influéncia da ligacdo de

Cys340 na estrutura.

Figura 5.2.7 - Cisteina 340 em 2BOP (cinza), nos dois monomeros de 1jjH (roxo) e nos quatro monémeros
modelados nesse tranalho (ciano).

Por fim, a superposi¢do da cadeia A com um mondmero de 2BOP é mostrada na
Figura 5.2.9. Vemos a superposicao quase total das estruturas O loop I destaca-se
com alto RMSD (Figura 5.2.8), entretanto ndo conseguimos determinar se a
grande mudanca na posicao da alca se deve ao empacotamento da estrutura, a

ligacdo do dimero com o DNA ou ambos.
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Figura 5.2.8 - Gréfico do desvio quadratico médio das posi¢des das cadeias principais de 2BOP e da cadeia A.
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Figura 5.2.9 - Cadeia A do dimero funcional (laranja) superposto a estrutura previamente determinada
(PDB ID 2BOP) de E2/326-410 (azul) complexada com o DNA (cinza).

5.3 Conclusao

Os papiloma virus infectam células epiteliais e ainda sdao associados a outras
doencas em humanos e outros mamiferos. As proteinas que atuam como fatores
de viruléncia desse gupo de virus foram extensivamente estudadas, processo no

qual o papiloma virus bovino serviu como prototipo.

A proteina E2/326-410 do papiloma virus bovino tipo 1 com 17 residuos extras
adicionados ao N-terminal foi cristalizada no grupo de espaco P3:21. Dados
obtidos em experimentos de difragdo de raios X indicaram a presenca de dois
dimeros funcionais na unidade assimétrica, como reportado por Barbosa et al
[117]. A estrutura de E2/326-410 havia sido previamente determinada por
difracao de raios X de monocristal para a proteina cristalizada nos grupos de
espaco P6s522 (PDB ID: 1]JJH) e R32 (PDB ID: 2BOP), sendo o ultimo a estrutura
de E2/326-410 complexada com o DNA.
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Nesse trabalho, foi feito o reprocessamento dos dados de XRD, uma nova
substituicio molecular e uma série de etapas de refinamento, utilizando
softwares desenvolvidos mais recentemente. A estrutura dos dois dimeros foi
devidamente elucidada e um modelo estrutural foi proposto. A interacdo dos
dimeros nessa configuracao cristalina nao foi mediada por uma ponte dissulfeto,
como previamente observado em 1JJH, e reduziu a mobilidade de um dos loops
na estrutura permitindo a sua modelagem, o que ndo havia sido feito
anteriormente para E2/326-410 ndao complexada com o DNA. Dos 17 residuos
adicionados ao N-terminal, apenas 6 foram observados em todas as cadeias e

especialmente a cadeia A teve 9 desses residuos modelados.

Uma comparag¢ao com a estruturas 1JJH e 2BOP mostrou uma pequena varia¢ao
na conformacdo da cadeia lateral de Cys340, residuo que interage
especificamente com o DNA. No geral, o enovelamento proteico em solu¢do ou no
ambiente cristalino se mantém. Mas também o empacotamento cristalino pode
levar a pequenas mudangas conformacionais, principalmente em loops e cadeias
laterais [120], o que foi definitivamente confirmado para as Cys340 que se
conectam covalentemente em 1JJH. Todavia, a diferenca entre a posicao da
cadeia lateral de Cys340 nos dimeros modelados nesse trabalho e em 2BOP é
pequena e nenhuma outra mudanca estrutural que permitisse inferir qualquer

influéncia estrutural da ligacdo de Cys340 foi observada.

Por fim, a superposicao da cadeia A de um dos dimeros com um monoémero de
2BOP mostrou que o loop I se destaca com alto RMSD. Ndo conseguimos
determinar se a grande mudancga na posicdo da alga se deve ao empacotamento
dos dimeros funcionais, a ligagdo do dimero com o DNA ou ambos. A
indeterminacao na posicao dos residuos que compde o loop I, e suas respectivas
cadeias laterais, nas cadeias B, C e D e nos monomeros de 1]JJH impossibilitou

comparagoes adicionais.
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Capitulo 6

Conclusao e perspectivas

As proteinas sdo responsaveis por inumeros processos bioldgicos vitais. A funcao
e a forma dessas moléculas estdao intimamente relacionadas, logo, o
conhecimento da estrutura tridimensional de proteinas é essencial para a
descricao dos mecanismos que elas mediam. A cristalografia é uma poderosa
técnica empregada na determinacao estrutural de proteinas e sua aplicacdo
envolve varias etapas, cuja execu¢do exige vasto conhecimento biologia

molecular, bioquimica e fisica.

Nesse trabalho visitamos todas as etapas envolvidas no processo de
determinac¢do da estrutura tridimensional de proteinas por cristalografia. Trés
proteinas foram estudadas: uma esfingomielinase D (SMase D), a proteina E2 do
papiloma virus bovino tipo 1 (E2 de BPV-1) e o complexo das enzimas

NahK/NahL.

A SMase D de C. ulcerans foi clonada em pET28a-TEV, expressa em E. coli, e, ap0s
purificada, apresentou monodispersa em ensaios de DLS. A analise do espectro
de dicroismo circular indicou uma alta porcentagem (>90%) de a-hélices na
estrutura da enzima e mostrou que a proteina mantém parte de sua estrutura
secundaria até ~50°C. A modelagem partindo da estrutura primaria sugeriu um
barril-TIM caracteristico de proteinas da familia. Cristais macroscopicos foram
obtidos em ensaios no RoboLab para trés condi¢cdes distintas, entretanto eles
ndo difrataram quando submetidos a experimentos de difracdo de raios X (XRD).
A vista disso, devem ser entio realizadas outras tentativas de otimizacdo das
condi¢des de cristalizacdo encontradas a fim de se obter cristais mais adequados

para experimentos de XRD.
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Dados de XRD obtidos para um cristal do complexo NahK/NahL de P. putida
foram reprocessados com limites de resolucao estendidos em busca de mais
informagdes que permitissem a solucdo da desordem observada no mapa de
densidade eletronica experimental calculado. Foi proposto um novo modelo
estrutural no qual as enzimas NahK e NahL ocupavam de forma desordenada e
simultaneamente um sitio de cada heterodecamero na unidade assimétrica. Esse
modelo foi refinado e o pardmetro da ocupac¢do de cada enzima convergiu para
valores préoximos de 0,5 em todos os sitios. Esse novo modelo é mais coerente
com a densidade eletronica observada, que sugere que a desordem é uma
caracteristica intrinseca da amostra. Ele devera agora passar por ajustes finais e
sera discutido em uma artigo, onde o mecanismo de acao dessas enzimas sera

descrito.

Por fim, dados de XRD de um cristal da proteina E2 de BPV-1, cuja simetria ndo
havia sido observada anteriormente, foram reprocessados e um modelo
estrutural foi proposto e validado. Nesse modelo, a interagdo entre os dimeros na
unidade assimétrica reduziu a mobilidade de um dos loops da proteina e
permitiu sua modelagem, que ndo havia sido reportada para E2 ndo complexada
com o DNA. Também foi possivel avaliar a mudanc¢a conformacional do residuo
Cys340 quando esse se liga covalentemente a outra Cys340, interage
especificamente com o DNA e quando ndo participa de nenhuma interacdo
intermolecular dentro do cristal. Observamos uma pequena mudanca na posi¢do
da cadeia lateral de Cys 340, que parece ser apenas devida ao empacotamento
cristalino. O novo modelo estrutural da proteina E2 de BPV-1 e sua comparacdo

com os modelos ja publicados serdo discutidos em um do artigo a ser submetido.

O estudo das trés proteinas constituiu um longo processo de aprendizado que
envolveu o dominio de inumeras técnicas experimentais e a utilizacao de varios
softwares dedicados a cristalografia de proteinas. E, de fato, muitas horas de
trabalho nos laboratorios de cristalografia (LabCri) e de biologia estrutural
(BioEst) permitiram uma compreensao geral do processo de determinacdo da

estrutura tridimensional de proteinas por técnicas de difracao de raios X.
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Apéndices

Apéndice A Proteinas
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Figura 6.1 - Os 20 L-amino&cidos mais comuns em proteinas. Fonte [121]

Tabela 6.1 - Sequéncia de bases, c6dons, e respectivos aminodacidos transcritos. Importante notar que
muitas vezes a variacdo da terceira base é irrelevante para a definicdo do aminoacido. Os c6dons que
indicam o ponto final da proteina estdo destacados. Para mais detalhes sobre c6dons de iniciacdo e parada,
ver [1].

96



22 base

12 base 32 base
U C A G
Phe Ser Tyr Cys U
Phe Ser Tyr Cys C
U
Leu Ser Parada Parada A
Leu Ser Parada Trp G
Leu Pro His Arg 0]
Leu Pro His Arg C
C
Leu Pro GIn Arg A
Leu Pro GIn Arg G
lle Thr Ans Ser U
lle Thr Asn Ser C
A
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C
G
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G
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Figura 6.2 - Grafico de Ramachandran, mostrando os valores de ¢ e y. Nem todos os valores de ¢ e J sdo
possiveis sem que haja colisdo entre os 4tomos. As regides mais favoraveis estdo mostradas em verde
escuro, e as regides aceitaveis em verde claro. As duas estruturas a esquerda mostram exemplos da posi¢ao
dos atomos em duas regies permitidas. A direita vemos uma conformacio proibida impedimento estérico
(disfavored, do inglés, defavorecido). Fonte: [1]
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Apéndice B- Complexo NahKL

Tabela 6.2 - Resultados da inspec¢do visual da densidade eletrdnica nos sitios G, Q e R do complexo

NahK/NahL. Os residuos analisados se superpdem no alinhamento estrutural das enzimas e apresentam

alta dissimilaridade. Os residuos cuja densidade eletronica correspondente foi observada estdo

identificados por um X.

G
NahK NahL NahK NahL NahK NahL NahK NahL
ALA 12 GLU 8 -
HIS 16 GLU 12 -
GLU 18 TYR 14 -
GLU 21 MET 17 X
VAL 24 ARG 20 -
HIS 25 GLU 21 -
ASP 26 ALA 22 -
LYS 29 PRO 25 -
GLU 36 ALA 32 -
ALA 40 ASP 36 -
ASP 44 HIS 40 - X
GLN 46 SER 42 -
ARG 50 LEU 46 -
TRP 70 LYS 66 -
MET 73 GLN 69 X
GLU 79 TYR 75 -
PRO 93 ASN 89 X X
GLY 96 GLU 92 X
ASP 99 PRO 95 -
CYS 100 SER 97 -
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HIS 105

GLN 102

THR 116

LEU 113

ALA 118

LYS 115

PRO 119

ASP 116

HIS 121

GLY 119

HIS 126

THR 123

TYR 136

CYS 133

THR 140

CYS 137

VAL 141

PHE 138

ASN 150

TRP 148

PHE 153

ILE 150

THR 166

GLY 163

ARG 167

LEU 164

GLY 172

ASP 169

MET 174

ALA 171

LEU 177

PRO 174

MET 189

VAL 186

GLU 197

SER 194

HIS 207

SER 204

MET 214

TRP 211

ARG 222

PHE 219

HIS 225

PRO 222

PHE 231

VAL 228

ASN 248

PHE 245

THR 250

ARG 247

TYR 253

ILE 250

GLN 254

GLY 251

VAL 187

MET 184
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MET 37 ILE33
MET 65 ILE 61 X
GLN 75 MET 71 X X
MET 76 LEU 72
ILE 104 MET 101 X
ILE 138 MET 135 X X
VAL 187 MET 184 X X
MET 233 LEU 230
ILE 249 MET 246 X
ASP 33 ARG 29
PHE 90 MET 86

TOTAL: 11 13
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